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(57) Abstract 



The invention relates to protein conjugates, methods, vectors, proteins and DNA for producing them, their use, and medicaments 
and vaccmes contaming a certam quantity of said protein conjugates. According to the invention, supramolecular particles are produced 
that represent one or more different, randomly selectable structural units in a large number on the surface of an individual approximately 
spherical protem molecule. Icosahedral lumazine synthases are used as carrier proteins for peptides or proteins. A DNA fragment that 
encodes a peptide molecule is fused with a DNA fragment that encodes an icosahedral lumazine synthase by molecular-biological methods 
Said DNA fragment is inserted into a cloning vector and transformed with an appropriate host strain. A polypeptide is expressed by gene 
expression. If certam peptide structures are used as the fusion partners, a post-translational change of said structtires can be observed in 
the host stram. The chimeric peptide is purified and chemically modified if necessary. It is possible to produce icosahedral molecules that 
contain up to 120 difTercnt peptide moUfs on their surfaces by mixing. The compounds produced lend themselves as auxiliary agents for 
carrying out analytical methods (ELISA, biosensors) or for producing vaccines. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Proteinkonjugate. Veri^ahren. Vektorcn, Proleine und DNA zu deren Heistellung, sowie deien Verwendune 
sowie Artneimittel oder Impfstoffe mit einem Gehalt derselben. Sie dient zur Herstellung supramolckularer Partikel welche cine 
Oder mehrcre unterschiedliche, willkiiriich bestimmbare Stniktureinheiten in grosser Anzahl auf der Oberflache eines cinzelnen etwa 
kugelformigen Proteinmolekiils prasentieren. Ikosaedrische Lumazinsynthasen wenlen als Ti^gcrproteine ffir Peptide bzw P^teine 
^K.^rt!^^* DNA^Fragment. welches fOr ein PeptidmolekOl kodiert. wird unter Verwendung molckularbiologischer Verfahren mit einen 
DNA-Fragment. welches fiir eine ikosaedrische Lumazinsynthase kodiert, fusioniert. Das DNA-Fragment wird in einen Klonieningsvektor 
insenert und in einen geeigncten Wirtsstamm transform iert. Auf dem Wege der Genexpression wird ein Polypeptid produziert Bei der 
Verwendung von bestimmten Peptidstrukturen als Fusionspartner erfolgt im Wirtsstamm eine posltranslationale VerSnderung derselben 
Das chimare Peptid wird gereinigt und bei Bedari" chemisch verSndert. Desweiteren kfinnen durch Vermischung ikosaedrische MolekOle 
hergestelli werden. die bis zu 120 unterschiedliche Peptidmotive auf deren Oberflache enthalten. Die entstandenen Verbindungcn eienen 
sich als Hilfsmittel zur Durchftthrung von Analysenverfahren (ELISA, Biosensoren) oder zur Heretellung von Impfstoffen 
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Proteinkonjugate, Verfahren, Vektoren, Proteine und DNA zu deren 
Herstellung, deren Vei-wendung, sowie Arzneimittel und Impfstoffe 
mit einem Gehalt derselben. 

Die Erfmdung betrifft Proteinkonjugate, Verfahren, Vektoren, Proteine und DNA zu deren 
Herstellung, sowie deren Verwendung, sowie Arzneimittel oder Impfstoffe mit einem Gehalt 
derselben. Die vorliegende Erfmdung dient zur Herstellung supramolekularer Partikel, welche 
eine oder mehrere unterschiedliche, willkurlich bestimmbare Struktureinheiten in groBer 
Anzahl auf der Oberflache eines einzelnen, etwa kugelformigen Proteinmolekuls prasentieren. 



Eigenschaften der Lumazinsynthase und auf Lumazinsynthase basierender artefizieller 
Proteinkonjugate 

6,7-Dimethyl-8-ribityllumazinsynthase (im Folgenden als Lumazinsynthase bezeichnet) 
katalysiert den vorletzten Schritt der Vitamin-B2-Biosynthese in Mikroorganismen und 
Pflanzen. 

Lumazinsynthasen aus bestimmten Bakterien (z.B. Escherichia coli. Bacillus subtilis, Aquifex 
aeolicus) bilden hochsymmetrische, ikosaedrische Komplexe aus 60 Untereinheiten mit einem 
Molekulargewicht von ca. 1 MDalton (Bacher und Ladenstein, 1991; Bacher et al., 1980; La- 
denstein et al., 1986, 1988, 1994; Mortl et aL, 1996). Rontgenstrukturen der KapsidhUlle der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis sind bekannt (Ladenstein et al., 1988, 1994; Ritsert et 
aL, 1995). Das Protein aus Bacillus subtilis kann unter Verwendimg von Hamstoff denaturiert 
und anschliefiend renaturiert werden. Die Effizienz der Renaturierung laBt sich durch die 
Zugabe eines Liganden (Substratanalogon), beispielsweise 5-Nitro-6-(D-ribitylamino)-2,4- 
( 1 H,3H)-pyrimidindion oder 5-Nitroso-6-(D-ribitylamino)-2,4-( 1 H,3H)-pyrimidindion, 
erhohen. Die Faltung des renaturierten Proteins ist identisch mit der Fahung der nativen 
Lumazinsynthase. In Gegenwart des genannten Liganden ist die Lumazinsynthase aus Bacillus 
subtilis bis pH 10 stabil. Die Umgebung des Inhibitormolekxils ist aufgrund der 
Rontgenstruktur bekannt. Die Bindungsstelle dieses Liganden wird aus Segmenten 
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benachbarter Monomeren gebildei (Bacher et al.-. 1986: Ritsert et al.. 1995). Diese 
Konsiellation erkiart den imierstutzenden EinfluB des Liganden bei der Renaturierung des 
hochmolekularen Proteinkomplexes. 

Lumazinsynthasen aus verschiedenen Mikroorganismen komien in rekombinanten Stammen 
von Escherichia coti und Bacillus subtilis effizieni exprimiert werden. Die rekombinanten 
Proteine konnen in hoher Ausbeute isoiierl werden. 

Sowohl der N- als auch der C-Terminus liegen an der Oberflache des ikosaedrischen 
Kapsidmolekuls. Fiir Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis vvairde dies erstmals durch 
Rontgenstrukturanalyse gezeigt (Ladensiein et al.. 1988). Durch DNA-Synthese konnte ein 
optimal an die Kodonverwendung von Escherichia coli angepassies Gen zur Expression der 
thermostabilen Lumazinsynthase aus dem thermophilen Mikroorganismus Aquifex aeolicus 
erhalten werden. Das Protein kann in hohen Mengen rekombinant erhalten werden. Es ist bei 
einer Temperatur von 80 "'C mindestens eine Woche stabil. DaB bei Aquifex aeolicus 
dieselben strukturellen Verhalmisse wie bei der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 
vorliegen, folgt aus der Tatsache, daB Fusionsproteme mit Verlangerung des C-terminaien 
und/oder N-terminalen Endes zu ikosaedrischen Kapsiden assoziieren konnen, bzw. daB auch 
chimare Proteine, bestehend aus Teilen der Lumazinsynthasen aus Aquifex aeolicus und 
Bacillus subtilis hergestellt werden komien. Es ist folglich von einer sehr ahnlichen 
Quartarstruktur auszugehen. 

Ikosaedrische Lumazinsynthasen konnen an ihrer Oberflache mit Struktureinheiten 
flinktionalisiert werden. Als Strukwreinheiten (Biomolekule) kommen vorzugsweise Oiigo- 
oder Polypeptide mit frei wahlbaren Segmenten in Betracht. Die prasentierten Proteine 
(konjugierte Biomolekule) sind mit dem Tragerprotein kovalent verbunden 
(Lumazinsynthase-Konjugat). Unter einem Tragerprotein im Sinne der Erfindung versteht 
man eine naturliche (unveranderte) oder eine modifizierte Lumazinsynthase, bei der die 
Primarstruktur verandert wurde. Es konnen dabei eine oder mehrere Aminosauren 
ausgetauscht und/oder entfemt und/oder zugefUgt und/oder verandert vorliegen. Der Erhalt der 
ursprunglichen katalytischen Aktivitat der Lumazinsynthase ist hierbei nicht erforderlich. 
Vielmehr konnen z.B. auch katalytisch inaktive. modifizierte Proteme fur alle 
erfmdungsgemaBen Anwendungen eingesetzt werden. 

Die Anzahl der konjugienen Biomolekule auf der Oberflache des Tragerproteins kann sich 
uber einen weiten Bereich erstrecken. wobei erfmdungsgemaB die Oberflache mit bis zu 60 
(an einem Terminus) bzw. 120 (an beiden Termini) bzw. 180 (an beiden Termini plus 
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Schleifeninsenion) identischen oder in ihrer Struktur verschiedenen Peptidmotiven dekoriert 
sein kann. Proteinuniereinheiten auf der sirukiurellen Grundlage von Lumazinsynthase 
konnen aufierdem auch zu noch groBeren. etwa sparischen Partikeln und zu tubularen 
Strukturen assembliert vverden. Diese Assoziate konnen vveit uber 60 Untereinheiten 
enthalten. Sie besitzen allerdings nichi die strenge, geometrische RegelmaBigkeit der 
ikosaedrischen, 60-meren Lumazinsynthase-Molekiile. 

Die Lange der prasentierien Peptidsegmenie kann uber einen weiien Bereich variieren, erfin- 
dungsgemafl vorzugsvveise iiber 1 - 500 Aminosauren, vvobei die Pepiidmotive sowohl un- 
verandert als auch modifiziert vorliegen konnen. 

ErfindungsgemaBe Proteine konnen auch eine oder mehrere .Aminosaureanaloga oder nicht 
naturlich vorkommende Aminosauren enthalten, die auf biologischem Wege (z.B. mittels 
Suppressor-tRNA-Techniken, etc.) oder auf chemischen Wege (z.B. uber 
Kopplungsreagenzien, etc.) in die Sequenz eingefuhrt werden. Ebenso konnen Modifikationen 
(z.B. Glykosylierung, etc.) oder Derivatisierung (z.B. Biotinylierung, etc.) vorliegen. 
Die zugrunde liegende genetische Information fur die Spezifikation der artefizieil in die 
Struktur der Lumazinsynthaseuntereinheit eingebrachten Peptidabsclinitte kann sich dabei von 
wenigen Codons bis zu mehreren Genen erstrecken, abhangig davon, ob ein Oiigopeptid, ein 
Polypeptid oder ein aus mehreren Untereinheiten bestehendes Protein kodiert werden soil. 
Die Oberflache einer Lumazinsynthase kann auch auf chemischem Wege modifiziert werden, 
so daB deren AuGenperipherie mit einer Vielzahl an Funktionsbereichen kovalent verknupft 
ist. 

Die Herstellung von heterooligomeren Lumazinsynthase-Konjugaten erfolgt iiber einen 
Dissoziationsschrin und einen nachfolgenden Faltungs/Reassoziationsschritt. Die nach der 
Denaturierung monomer vorliegenden chimaren Proteine konnen beliebig gemischt werden. 
Da die rekombinierten Untereinheiten jeweils einen konstanten Lumazinsynthaseanteil 
besitzen, ist eine Renaiurierung der Lumazinsynthase Kernstruktur unter Ausbildung der 
naturlichen ikosaedrischen Struktur moglich. 



' 3 
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Immunologische Analysenverfahren aufder Basis des ELISA-Testsysiems 
Antikorper binden mil hoher Spezifuai an besiimmie Zielstrukturen (Antigene). Es wurden 
Testverfahren enlwickelL die auf dem Nachweis spezifischer Antikorper- Antigen-Komplexe 
basieren. Um festzusiellen. ob ein Antikorper an sein Zielantigen gebunden hat, gibt es ver- 
schiedene Moglichkeiten. Der enzymgekoppelte Immiirmachweis (enzyme-linked immuno- 
absorbent assay, ELISA) ist eines dieser Verfahren. Der ELISA karui im Prinzip zur Bestim- 
mung jedes Antigens, Haptens oder Antikorpers ausgearbeitet werden, seine Anwendung hat 
er heute vor allem in der khnischen Biochemie gefunden. Man mifit daniit beispielsweise 
hamatologische Faktoren sowie die Konzenirationen von Serumproteinen wie z.B. 
Immunglobuline, onkofotale Proteine und Hormone wie z.B. Insulin. Bei der Diagnostik 
infektioser Erkrankungen werden bakterielle Toxine, Mikroorganismen wie Candida albicans, 
Rotaviren, Herpesviren, HIV oder //erpar///5-5-Oberflachenantigen auf diese Weise 
nachgewiesen. Desweiteren werden immunchemische Analyse verfahren zur 
Antikorperbestimmung, zwecks Diagnose abgelaufener oder ablaufender 
Infektionskrankheiten (z.B. mit HIV, Hepatitis), angewendet. 
Ein ELISA-Protokoll besteht im allgemeinen aus folgenden Teilschritten. 

1. Die Probe, die ein spezifisches Molektil oder einen bestimmten Organismus enthalten soil, 
wird an einen festen Trager gebunden (z.B. Mikrotiterplatte aus Kunststoff). 

2. Der Nachweis eines Antigens (Protein, Peptid, Hapten-Konjugat, etc.) erfolgt durch die 
spezifische Bindung eines spezifischen Antikorpers (primarer Antikorper), der gegen das 
betreffende Antigen aus 1. gerichtet ist. Hierbei kann der primare Antikorper selbst 
markiert sein (z.B. radioaktiv) und daher unmittelbar lokalisiert werden (z.B. 
Autoradiographie). Altemativ kann entsprechend dem folgenden Absatz weitergearbeitet 
werden. 

3. Haufig erfolgt stattdessen die Zugabe eines zweiten Antikorpers (sekundarer Antikorper), 
der spezifisch an den primaren Antikorper, aber nicht an das Antigen aus 1., bindet. Dieser 
zweite Antikorper ist haufig chemisch mit einem Enzym gekoppelt (Indikatorsystem), 
welches eine Umwandlung eines farblosen Substrates in ein farbiges Produkt katalysiert 
(z.B. Alkalische Phosphatase, Meerrettich-Peroxidase, etc.). Der zweite Antikorper ist 
meistens gegen den konstanten Abschnitt des ersten Antikorpers gerichtet. Nicht 
gebundene sekundare Antikorper werden durch Waschen entfernt. 

4. Zugabe eines farblosen Substrats und dessen Umwandlung in ein farbises Produkt. 
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Erfolgt keine Bindung des primaren Aniikorpers an. die in der Probe vorhandenen Antieene. 
so wird der primare >\inik6rper im ersien Waschschritt entfemi. Folglich kann def enzvm- 
markierte sekundare Antikorper ebenfalls nichl binden, d.h. der Testansaiz bleibt farblos. 1st 
die betreffende aniigene Struktur vorhanden, so kann der primare Antikorper binden und an 
diesen der sekundare Antikorper. Das an den zweiten Antikorper gekoppelte Enzym 
katalysien die Farbreaktion, deren Produki sich leicht nachweisen laBt (z.B. photometrisch. 
etc.). Die gemessene Menge der Enzymaktivitat ist dem Gehalt an spezifischem Antigen bzw. 
Antikorper proportional {aus: Glick, B., Pasternak, J., Molekulare Biotechnologie, Spektrum 
Akademischer Verlag, 1995, S. 201 ff). 

Bei der Durchfuhrung von Bindungstests bedarf es eines Indikatorsystems (2.B. Meerrettich- 
Peroxidase), welches eine Sichtbarmachung der abgelaufenen Immunreaktion eriaubt. Die Vi- 
suaiisierung beruht auf einer stabilen Verknupfung zwischen dem untersuchten Reaktanten 
(Antigen oder Antikorper) und einem Indikatorsysiem. Als Indikatoren (Amplifikatoren) 
werden eingesetzt: Fluoreszenzfarbstoffe, Lumineszenzfarbstoffe, Radioaktivitat, Enzyme, 
etc.. Die Indikatoren konnen kovalent oder nicht-kovalent an die jevveiligen Reaktanten 
gebunden vorliegen. Als stabile nicht-kovalente Verknupfungen zwischen Indikator und 
gesuchtem Reakiionspanner dienen z.B. die Antigen-Antikdrper-Bindung. die Biotin-Avidin- 
Bindung oder die Lektin-Bindung. 

Bei der direkten Mcthode ist der Primaramikorper mit dem Indikator kovalent verbunden. 
Die indirekte Anordnung umgeht die Markierung des Primarantikorpers. Der Primarantikorper 
wird durch einen Antikorper, der mil einem Indikator markiert ist, detektiert. Dieser 
Sekundarantikorper. der aus einer anderen Tierspezies gewonnen wird, bindet an alle 
Primarantikorper jeder beliebigen Spezifitat aus der ersten Spezies. 

Eine weitere iVloglichkeit der Detektion stellt eine Methode dar, bei der drei Antikorper 
nacheinander zum Einsatz kommen. Der Primarantikorper aus Spezies A wird von einem 
nicht-markienen Sekundarantikorper aus Spezies B, der im OberschuB vorliegt detektiert. 
Anschliefiend folgi die Zugabe eines Tertiarantikorpers aus Spezies A, der mit einem 
Indikator verknupft ist. Der Sekundarantikorper (A'erbindungsantikorper) wirkt als Brucke 
zwischen Primar- und Teniarantikdrper. Durch die Verwendung mehrerer hintereinan- 
dergeschalteter Antikorper wird eine Steigerung der Empfmdiichkeit vermittelt. 
Die Sichtbarmachung des gebundenen Primarantikdrpers kann altemativ durch andere Bin- 
dungssysteme erfolgen. Ein geeignetes System stellt die Avidin-Biotin-Complex-Bindung dar 
(ABC-System). Hierbei muB der Primar- oder der Sekundarantikorper biotinyliert vorlieeen. 
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Die Indikatoren liegen ebenfalls biotinyiien vor und werden an das tetravalente Avidin unter 
Absattigung dreier Bindungsstellen gebunden. Die vierte Avidinbindungsstelle kanh an den 
biotinylierten Primar- oder Sekundaraniikorper binden. Sind die verwendeten Indikatoren 
mehrfach biotinyliert, ergeben sich sehr groBe Avidin-Enzym-Komplexe. die die Empfindlich- 
keit des Testsystems erhohen (Anstelle von Avidin kann auch Streptavidin verwendet 
werden). (aus Bioanahnik, F. Lottspeich. H. Zorbas, Spektmm Akademischer Verlag, 1998, S. 
91 ff) Bei diesem Verfahren bestehi das Problem einer weiteren Steigerung der 
Empfindlichkeit. 

Signalamplifikation durch den Einsatz einer derivatisierten, multimeren Lumazinsynthase in 
Losung oder auf einer beliebigen Oberflache: 

1. Durch Zwischenschaltung eines biotinylierten multimeren Lumazinsynthase -Konjugats 
(Linkerprotein) z^vischen Primcirantikorper und Indikator: Eine Lumazinsynthase, die bis zu 
60 Biotinmoiekiile (z.B. uber einen kurzen Abstandshalter an die Lumazinsynthase gebunden, 
um eine mogliche sterische Hinderung zu vermeiden) auf ihrer Oberflache enthalt, nimmt 
dabei aufgrund ihrer spharischen. multimeren Struktur eine besondere Stellung ein. Die 
Bindung zwischen Antikorper und Linkerprotein bzvv. zwischen Linkerprotein und Indikator 
erfolgt dabei unter Verwendung einer Avidinbriicke oder einer Streptavidinbrlicke. Alternativ 
dazu, konnen auch Avidin- oder Streptavidin-markierte Primarantikorper bzw. Indikatoren 
zum Einsatz kommen. An 59 der 60 Biotinmolekule auf dem multimeren Linkerprotein 
konnen Indikatormolekiiie eebunden werden, wobei ledislich ein Biotinmolekiil zur Vermitt- 
lung einer Bindung zwischen Primarantikorper und Linkerprotein notwendig ist. Durch die 
resultierende mehrfache Bindung von farbreaktionvermittelndem Enzym, wird eine extreme 
Signal verstarkung eneicht, wobei die Signalstarke proportional zur Antigenkonzentration 
ansteigt. 

2. Durch Einsatz von heterooligomeren biotinylierten Lumazinsynthase-Konjugaten: Durch 
die erfindungsgemafie Reassoziation von unierschiedlichen Lumazinsynthase- Varianten 
(beispielsweise eine Kombination von 1-3 Antigen-enthaltenen Lvimazinsynthasemonomeren 
mit bis zu 59 biotinylierten Lumazinsynthasemonomeren), wird ein heterooligomeres 
Lumazinsynthase-Konjugat erzeugt, welches sowohl einen Reaktanden (z.B. Antigen) als 
auch mehrere Biotin-Molekiile enthalt. An die Biotin-Molekiile konnen Streptavidin- oder 
Avidin-vermittelt (oder auch iiber einen Anti-Biotin-.A.ntikorper) Indikatormolekiiie gebunden 
werden. Exemplarisch sollen ini folgenden zwei Einsatzmoglichkeiten besprochen werden: A) 
Ein Lumazinsynthase-Konjugat, welches 1-5 kurze Peptide von antigen wirksamen viralen 
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Oder bakteriellen Oberflachenproteinen (antigene Determinanien) und bis zu 60 
Biotinmolekule ko\*aleni gebunden enthali. diem als Deiektionsmolekul ftir immobilisiene 
Antikorper. die aus einem Patienienserum oder anderen Fliissigkeiten stammen. B) 
Charakterisiische Antikorper gegen bestimmie Infektionskrankheiten werden mit Hilfe spe- 
zieller immobilisiener Epiiope (Teile von Oberflachenproteinen der betreffenden pathogenen 
Organismen: antigene Determinanten) aus der jeweiligen Korperflussigkeit gefischt. Ein Lu- 
mazinsynthase-Konjugat. welches ebenfalls 1-5 Kopien des oben bezeichneten Epitops und 
bis zu 60 Biotinmolekule kovalent gebunden enthalt, dient als Detektionsmolekiil fur die, an 
das immobilisierte Epiiop gebundenen, Antikorper. Eine Farbreaktion wird in beiden Fallen 
(A und B) durch ein beliebiges streptavidingekoppeltes Enzym, welches einen Komplex mit 
der biotinylierten Lumazinsynthase eingeht, erreicht. Durch die Zwischenschaltung dieses 
mehrfach biotinylienen Linkerproteins (Lumazinsynthase-Konjugat) und der dadurch 
bedingten mehrfachen Bindung von farbreaktionvemiittelndem Enzym, wird eine 
Signal vers tarkung erreicht. 

3. Durch Einsatz von heierooligomeren. nicht biotinylierten, Lumazinsynthase-Konjugaten: 
Durch die erfindungsgemaUe Reassoziation von unterschiedlichen Lumazinsynthase- 
Varianten wird ein heterooligomeres Lumazinsynthase-Konjugat erzeugt, welches sowohl 
einen Reaktanden fz.B. Antigen, welches spezifisch Antikorper aus einem Patientenserum 
binden kann) in einfacher Ausfuhrung. als auch Epitope in mehrfacher Ausfiihrung, welche 
von Indikator-markierten Antikorpern erkannt werden, enthalt. Auch hierbei wird, durch die 
mogliche mehrfache Bindung von Antikorper-Indikaior-Komplexen an das multimere Protein, 
eine Signalverstarkung erreicht. 

Biosensoren 

Klassische biochemische ^\nalvsenverfahren, wie z.B. der Immunassav. basieren auf 
chemischen Reaktionssystemen in flussigem Zustand. Eine mogliche Alternative bietet die 
Anwendung von FestphasenmeBapparaturen oder Biosensoren. In den letzien Jahren findet die 
Verwendung von Biosensoren als schnelle und empfmdliche Testsysieme zum Nachweis 
verschiedenster Stoff- und Molekiilklassen immer mehr Anwendung. Ein Biosensor besteht 
aus mindestens drei Bestandteilen: biologischer Rezeptor, Wandler und angegliederte 
Elektronik. In einem Immunsensor kann der biologische Rezepior ein Antikorper oder ein 
Antigen sein. der auf verschiedene Arten an den Wandler gekoppelt ist. In beiden genannten 
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Variationen ermoglichen die Sensoren die Messung sich spezifisch ausbildender Antigen- 
Antikorper-Komplexe. 

Fiir den Einsatz als chemische Sensoren in Fliissigkeiten, beispielsweise Seren, sind vor allem 
Volumenschvvinger geeignet. Zu ihnen gehoren die Schwingquarze. die auf einer speziell be- 
handelten Oberflache (je nach Testprinzip) mit antigenen Proteinen oder monoklonalen Anti- 
korpern beschichtet werden. Legt man an diese Quarze eine elektrische Wechselspannung an, 
so wird der Kristall zu elastischen Schwingungen angeregt, deren Amplitude ein Maximum 
erreicht, wenn die elektrische Frequenz mit einer der mechanischen Eigenfrequenzen des je- 
weiligen Quarzes iibereinstimmt. Diese Schwingungen lassen sich mit geeigneten 
MeBsystemen erfassen. Gibt man einen mit Antigenen beschichteten Quarzkristall in eine 
Losung, die spezifisch bindende Antikorper enthalt, so lagem sich diese an seine Oberflache 
an und verandem seine Masse. Dadurch wird eine Veranderung seiner Schwingfrequenz 
erreicht und zeigi so die Bindung eines Antikorpers an. Neben diesen piezoelektrischen 
Immunsensoren versuchi man, MeBtechniken zu entwickein, deren Funktionsweise deijenigen 
von potentiomeirischen Elektroden gleicht, die also Ahnlichkeit zu pH-MeBgeraten haben. In 
diesem Fall zieli man darauf ab, die Veranderung des Potentials zu bestimmen, die bei der 
Ausbildung der Amigen-Antikorper-Komplexe auf einer dlinnen equilibrierten 
Silicagelschicht an der Oberflache der pH-Glasmembran entsteht. Eine weitere Moglichkeit 
der immunsensorischen Messung besteht in der Immobilisierung von Proteinen (Antikorper 
oder Antigene) auf der Oberflache einer optischen Faser. Die bei diesem Verfahren am 
haufigsten genutzten optischen Phanomane sind interferierende Wellen und 
Oberflachenpiasmone. Eine interferierende Welle wird gebildet, wenn Licht, das an einer 
optischen Faser entlang strahit, intern reflektiert wird. Diese interferierende Welle ist die 
elektromagnetische Energie, die an der Schnittstelle von Faseroptik und Flussigkeit entsteht. 
Die Energie wird absorbiert, wenn absorbierende Molekiile an der Schnittstelle auftreten, so 
daC der Grad der Absorption proportional zu der Menge des absorbierenden Materials der 
Schnittstelle ist. Die Ausbildung von Antigen-Antikorper-Komplexen, wobei das Antigen 
oder der Antikorper an die Faseroberflache gebunden vorliegt, kann so nachgev/iesen werden. 
Bei der 'Surface plasmon resonance wird ein metallbeschichtetes Glas als optische 
Einrichtung benutzt. bei der ein intern voUstandig reflektierter Lichtstrahl eine induzierte 
elektromaenetische Oberflachenw^elle oder Plasmon hervorruft. Eine nachweisbare 
Oberflachenplasmonresonanz tritt bei einem bestimmten Einfailswinkel des Lichts auf, der 
entscheidend vom Refrakiionsindex des Mediums, welches an den Metailfilm angrenzt. 
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abhangt. Somil konnen Veranderungen in dieser Schicht. wie sie z.B. nach der Ausbildune 
von Antigen-Antikorper-Komplexen zu cnvarten sind. gemessen werden. 
Zu den potentiometrischen Immunsensoren sind die ionensensitiven Feldeffekttransistoren zu 
zahlen. Eine Rezeptor (Antikorper, Antigen oder sonstiger Rezeptor) wird dabei auf dem 
Halbleitertor des Transistors verankert. Die Bindung eines Analvien an die Rezeptorschicht 
ruft eine Veranderung in der Ladungsverteilung und damit eine Schaltung des 
Feldeffekttransistors hervor. (Aus Modrow S., Falke D., Molekulare Virologie, Spektrum 
Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford, S. 108; Liddell E., Weeks L, Antikorper- 
Techniken, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford, S. 154 ff). Auch bei 
diesen Sensorverfahren besteht der Wunsch nach Steigerung der Empfmdlichkeit. 

Signalamplifikation durch den Einsatz derivatisiener, multimerer Lumazinsynthasemolekiile 
auf einer signal vermittelnden Oberflache: 

Artefizielle Proteinmolektile auf der Grundlage der Lumazinsynthase konnen beim Aufbau 
eines Biosensors als Tragerprotein z.B. zur Prasentation von antigen wirksamen 
Fangerpeptiden, zum Nachweis von Antikorpem gegen bestimmte Infektionen dienen. Durch 
die erfindungsgemafie Ausbildung von gemischten Lumazinsynthase-Konjugaten konnen die 
jeweiligen Peptide zusammen mit einem bindungsvermittelnden Biotinmolekul in eine 
ikosaedrische Struktur eingebaut werden. Auf diese Weise konnen bis zu 59 identische oder 
verschiedene antigen wirksame Peptide (z.B. Domanen von viralen Oberflachenproteinen) in 
Verbindung mit einem Biotinmolekul, auf einem ikosaedrischen Molekiil prasentiert werden. 
Durch Verwendung mehrerer verschiedener multimerer Lumazinsynthase- Konjugate laBt sich 
eine reprasentative Pepiidbibliothek auf einem einzigen Sensor plazieren. Die Bindung der 
multimeren Lumazinsynthase-Konjugate an die Oberflache eines Wandlers lafit sich 
beispielsweise uber eine Streptavidin/Biotin-Kopplung ermoglichen. 

Die Empfindlichkeit eines derartigen Tesisysiems wird durch das Anbieten mehrerer antigener 
Determinanten erheblich gesteigert, da dadurch nicht nur ein, sondem mehrere gegen einen 
bestimmten Erreger gebildeter Antikorper erfassi werden. Desweiteren ist kein fundiertes De- 
tailwissen uber Proteinabschnine erforderlich, die zur Bindung von Antikorpem beitragen, da 
mit begrenztem Aufwand mehrere Proieine des beireffenden Erregers auf dem Sensor prasen- 
tiert werden konnen. Da die Streptavidin/'Biotin-Kopplung flir alle Epitopprasentationen ver- 
wendet werden kann, benotigt man zum Aufbau eines Biosensors immer die gleichen. 
namlich Avidin oder Streptavidin beschichiete Oberflachen, d.h. die instrumentelle 
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Ausstattung muB nichi verandert werden. Die jeweiligen individuellen, epitopprasentierenden 
Oder biotinvlierten Lumazinsvnthase-Untereinheiten konnen leicht auf rekombinantem Weee 
hergestelll werden. Dies hat wesentliche Vorteile bei der Entwicklung bzvv. der Evaluierung 
derartiger Nachweisverfahren. 

Durch die Anwesenheii von bis zu 59 Fangerpeptiden in einem Moleklil kann die Oberflache 
eines Sensor-Chips (z.B. Feldeffekttransistor, Oberflachenplasmon-Wandleroberflache, etc.) 
extrem vergroflert werden und dadurch eine enorme Empfindlichkeiissteigerung erreicht 
werden. Stabilitatsprobleme und Unspezifitaten sind bei der Verwendung eines 
ihermostabilen Tragerproieins und des Biotin/Streptavidin-Systems nicht zu erwarten. 
Ebenso konnen auch kleine Molekule durch einfache chemische Kopplung an die Oberflache 
gebunden werden. Als Kopplungsorte stehen hierfur singulare. exponiene reaktive 
Aminosauren auf der Oberflache des spharischen Proteins zur Verfiigung. 
Prinzipiellcr Aufbau eines Schichtsystems auf der Basis einer multimeren Lumazinsynthase: 
Einc funktionaiisierte Lumazinsynthase ist mit 60 sleichen bzw. unterschiedlich modifizierten 
Uniereinheiten liber einen Anker (Peptid, Fettsaure, etc.) mit einer Oberflache (beispielsweise 
Wandleroberflache oder sonstiae beliebi^e Oberflache, die sich schon auf einem Wandler 
befindei) verbunden. Die Detelaionempfmdlichkeit fur Fremdmolekulbindung auf der 
Oberflache der Lumazinsynthase wird dabei durch eine hohe Anzahl funktioneller Gruppen 
(beispielsweise Epitope zur Antikorpererkennung. Antikorper zur Detektion von 
Fremdmolekiilen in Losung oder sonstiger Rezeptoren) erhoht. 

Hcrsielliing von ImpfstojTen (in vitro) 

Impfungen fuhren zu einer immunologischen Resistenz gegen Krankheiiserreger. Impfstoffe 
dienen uberwiegend zur Pravention, das heiBt, sie soilen bei den immunisierten Personen 
einen Schutz aufbauen. der sie bei Kontakt mit dem jeweilieen Erreeer vor der Infektion und 
somit vor der Erkrankung schiltzt. Der injiziene oder oral verabreichte Impfstoff fuhrt im 
Organismus zur Bildung von Antikorpern und/oder zu einer zellularen Immunantwort. 
Infoigedessen wird bei einer kunftigen Exposition der infektiose Organismus abgetotet oder 
neutralisiert, so daB die Krankheit nicht ausbricht. 

Infektionen mit Bakterien, Viren, Pilzen und Proiozoen sind weltweii ein Hauptfaktor der 
Morbiditat und Monahtat. Durch die zunehmende Resistenzentwickluns 2euen so sut wie alle 
verfiigbaren Antibiotika ist auch in Industrieiandern eine Verscharfung der 
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Morbiditatssituation zu erwanen. Die Eniwicklung neuartiger Impfstoffe isi audi deshalb von 
groflter medizinischer Bedeuiuns. 

Als Impfstoffe kommen unier anderem attenuierte Viren zur .Ajiwendung. Attenuiene Viren 
ahneln den krankheilserzeugenden Erregem, sie unterscheiden sich von ihnen jedoch im Hin- 
blick auf das Virulenzverhalten; sie verursachen nur eine begrenzie hzw. abgeschwachte 
Infektion und induzieren dadurch die Bildung von neutralisierenden .Ajitikorpem und cyto- 
toxischen T-Zellen. Die molekulare Basis der Altenuierung sind Mutationen im Genom von 
Wildtypviren. Attenuierte Viren verleihen meist einen sehr gmen Impfschutz, der uber 
mehrere Jahre erhalten bleibt, sie bergen jedoch das Risiko, daB sie im Verlauf der 
abgeschwachten Infektion zur Wildtypform zuruckmutieren konnen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Immunisierung bei Mensch und Tier besteht in der Prasentation 
von antigen wirksamen Teilen von viralen Oberflachenproteinen auf anderen, nicht pathogen 
vvirkenden Viren, z.B. Pflanzenviren. Die Genfragmente, die ftir eine antigene Determinante 
(z.B. Oberflachenprotein) des pathogen wirkende Virus kodieren werden in das Genom des 
nicht pathogen wirkenden Virus eingebaut (Dalsgaard et ai., 1997). Das Fremdprotein wird 
zusammen mit einem viralen Protein auf der Oberflache des nicht-pathogen wirkenden Virus 
prasentiert. Es konnen jedoch nicht beliebig grolie DNA-Fragmente in das Virusgenom 
integriert werden. Daher muB man genau wissen, weiche Proteine des Virus, gegen dessen 
Infektion ein Impfschutz erzeugt werden solh fiir die Auslosung einer schutzenden 
Immunantwort wichtig sind. Ein derartiger Impfstoff kann nicht die Breite einer 
Immunantwort erzeugen. die beim Ablauf einer Infektion mit dem Wildtypvirus oder seiner 
atienuienen Variante entsteht. Bei dieser An von rekombinanten Impfviren beschrankt sich 
die immunologische Reaktion auf ein ausgewahltes Protein. 

Impfstoffe, die aus synthetischen Peptiden mit einer Lange von 15 bis 30 Aminosauren beste- 
hen, stellen eine Vakzineform dar. die sich heute in der Erprobung befindet. Hier werden ein- 
zelne Epitope viraler Proteine, vvelche die Bildung von neutralisierenden Antikorpem bewir- 
ken. ausgewahit und chemisch synthetisiert. Voraussetzung ist auch in diesem Fall ein 
ftindienes Detailwissen iiber die Proteinabschnitte, die eine virusneutralisierende 
Immunantwort hervorrufen konnen. Aufgrund der hohen genetischen Variabilitat der meisten 
Viren und der unterschiedhchen Fahiskeii einzelner Individuen. bestimmte Proteinregionen 
immunologisch zu erkertnen, muBten in einem auf synthetischen Peptiden basierenden 
Impfstoff mehrere verschiedene Epitope miteinander kombiniert werden. Da es abcesehen von 
Aluminiumhydroxid kein geeignetes beim Menschen einsetzbares Adjuvans. das die 
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Irnmunantwort in ausreichender Weise \ erstarken kann, gibt, isi bislang noch kein Impfstoff 
verfugbar, der auf synthetischen Pepliden beruhi. (Aus Modrow S., Falke D., Molekulare 
Virologie, Spektrum Akademischer Verlag. Heidelberg, Berlin. Oxford. S. 87 ff) 
Im Gegensatz zu kurzen Peptiden eignen sich hochmolekulare Moleklile. u.a. Proteine und 
tragerfixierte Peptide, da sie ohne die Verwendung von Hilfsstoffen verabreicht werden 
konnen, aber dennoch eine gute Immuniiai liefem, vorziiglich als Impfstoffe. Das redundanie 
Vorkommen antigener Determinanten in hoher Anzahl, wie sie z.B. bei Viren oder Bakterien 
zu beobachten sind, auf dem immunogenen hochmolekularen Molekul begunstigt dabei die 
erwiinschte hohe Antigenitat d.h. die praventive Irnmunantwort. Als Tragerprotein eignet sich 
hierfiir, insbesondere wegen ihrer ikosaedrischen Struktur, die Lumazinsynthase. Die 
Lumazinsynthase besteht aus mindestens 60 Untereinheiten, d.h. mindestens 60 gleichartige 
oder verschiedene antigene Determinanten lassen sich in einem Molekul prasentieren. Die 
Lumazinsynthase ist hochmolekular aufgebaut und hat eine mit einigen Viren vergleichbare 
Oberflachenstruktur, d.h. eine hohe Antigenitat ist zu erwarten. Derartige Impfstoffe sind frei 
von viralen Genen und sie lassen sich mit relativ geringem Aufwand in hohen Mengen 
herstellen. Da groBe Telle der Virusproteine prasentiert werden konnen, ist in diesem Fall kein 
fimdiertes Detailwissen uber die Proteinabschnitte, die eine virusneutralisierende 
Irnmunantwort hervomifen konnen, erforderlich. 

Die gentechnisch hergestellten Proteine. welche Gegenstand der vorliegenden Erfmdung sind, 
beruhen auf der kovalenten Verknupfung einer Wildtyp-Lumazinsynthasesequenz oder einer 
modiflzierten Lumazinsynthase mit Teilstrukturen von Viren, Bakterien, Pilzen, Protozoen 

w 

oder Toxinen. Die Verknupfung kann dabei am N-Terminus und/oder am C-Terminus der Lu- 
mazinsynthase erfolgen. AuBerdem konnen die zu prasentierenden Peptide an geeigneten Stel- 
len der Lumazinsynthaseuntereinheit so in die Sequenz eingefugt werden, dafl sie in Form 
einer Schleife auf der Oberflache des Multi-Untereinheiten-Proteins prasentiert werden. Damit 
kann eine gegebene immunoiogische Deierminante in einer defmierten hohen Anzahl, z.B. 
erfmdungsgemaB bevorzugt 60-fach oder 120-fach, auf einem ikosaedrischen Molekul aus 60 
Untereinheiten mit der Triangulationszahl T = L prasentiert werden. AuBerdem konnen auch 
hohermolekulare Assoziate heraestellt werden. welche mehr als 100 Untereiniieiten enthalten 
(Triangulationszalil T = 2 oder hoher) und damit eine noch groBere Anzahl Epitope prasentie- 
ren kormen. 

Die erfindungsgemaBe Assoziation von Untereinheiten mit unterschiedlichen, gentechnisch 
aufgepfropften Peptid- oder Proteinsequenzen bietet auch die Moglichkeit zur Herstellung von 
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Proteinmolekulen, vvelche mehrere umerschiedliche antiaene Sequenzen auf einem ^eaebenen 
Molekiil prasentieren konnen. 
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DNA'ImpfstoJf 

Seit dem Beginn der 90er Jahre wird auch die Mogliclikeit zum Einsaxz von DNA als 
Impfstoff untersucht. Die verwendeten Nukleinsauren enthalten Gene oder Telle von Genen 
eines pathogenen Organismus. die ein immunogenes Protein spezifizieren. Fiir die 
Entwicklung dieser Vakzine ist detailiertes Wissen uber die immunologisch wichtigen 
Komponenten von grofiem Nutzen. Die verwendeten Gene kodieren uberwiegend fur die 
Oberflachenkomponenten eines Erregers oder auch fur Teile von bakteriellen Toxinen. Sie 
warden zusammen mit regulatorischen Elemenien zur Kontrolle ihrer Expression in ein 
Vektorsystem integriert und als gereinigte DNA intramuskular injiziert and dort exprimiert. 
Insbesondere in Muskelzellen ist die DNA liber lange Zeitraume als Episom nachweisbar, da 
sie offensichtlich nur sehr langsam abgebaut wird. Wenn die entsprechenden Gene exprimiert 
warden, kann der Organismus sowohl eine humorale als auch eine zellulare Immunantwort 
entwickeln. Diese Form der Impfstoffe wurde bisher im Tiersystem erprobt. 
Genkonstrukte, welche Fusionsproteine bestehend aus Proteinkomponenten pathogener 
Mikoorganismen und aus Lumazinsynthase spezifizieren, sind grundsatzlich als DNA- 
Impfstoff geeignet. Ein DNA-Vakzin, bestehend aus einem Gen kodierend fur eine 
Lumazinsynthase (partikelbildende Komponente) und einem ausgewahlten Gen des Erregers 
kann intrazellular exprimiert werden und kann so eine relativ lang anhaltende Produktion des 
Immunsystem stimulierenden Antigens gewahrleisten. Nach den bisherigen Erfahrungen mit 
Lumazinsynthase aus verschiedenen Organismen sollte der Zusammenbau des Ikosaeders in 
vivo ohne Hilfsmoleklile (vgl. Chaperonine) moglich sein. 

Or ale Impfstoffe auf pJJanzlicher Basis 

Ist bekannt, gegen welche immunologisch wichtige Proteinkomponente des Erregers eine 
schutzende Immunaniwon induziert wird, kann das fiir dieses Peptid kodierende Gen in einen 
eukaryoten Expressionsvektor eingebracht werden. Nach Transformation von Pflanzenzellen 
mit dieser DNA konnen iranssene Pflanzen erhalten werden, welche das betreffende Gen 
exprimieren. Durch Verzehr von Teilen dieser transgenen Pflanze wird auch die ausgewahlte 
Proteinlcomponente in den Korper aufgenommen und kann dort eine Immunantwort 
induzieren. 

Als partikelbiidendes Protein eignet sich insbesondere die Lumazinsynthase, an die Teile von 
immunologisch v^irksamen Proteinen des Erresers fusionien sind. Durch Verwenduna einer 
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ihermostabilen. partikelbildenden Lumazinsynihase (z.B. aus Aquifex cieolicus) als 
Tragerprotein kann sogar ein kochfesier Impfstoff erzeugi werden. 

Muldfunktional denvaiisierte Immuntherapeudka ciuf der Basis der multimeren 
Lumazinsynthase 

Impfstoffe sollen die Vermehrung eines Kiankheitserregers und damit eine Infektion 
verhindem. In einigen Fallen ist es schwierig, einen zuverlassigen Impfstoff zu entwickeln, da 
der pathogene Organismus fur Antikorper nicht zuganglich ist, oder wie im Fall der 
erworbenen Immunschwache (AIDS) zu wenig uber den Erreger (HIV) bekannt ist. Die 
Zielzellen von HIV sind Helfer-T-Lymphozyten (Helferzellen) des Immunsystems, wobei die 
wichtigsten Funktionen dieser Zellen gestort werden. Wenn HIV in eine Helferzeile eindringt, 
ist das Virus vor dem immunologischen Angriff geschutzt. Im weiteren Verlauf der Krankheit 
kann die infizierte Zelle durch die Produkiion und die Freisetzung von HlV-Partikeln zerstort 
werden. Eine infizierte Zelle kann dabei zu einer „Fabrik" fur die Produktion weiterer 
Viruspartikel werden. Die Konsequenz einer HIV-Infektion ist vor allem, daB das 
ImmunsYStem keinen Schutz melir vor gewohnlichen Infektionskrankheiten bieten kann. Der 
erste Schritt bei einer HIV-Infektion ist die Wechselwirkung eines 120 kDalton-Glykoproteins 
(gpl20) aus der Virushulle und dem CD4.Rezeptor an der Oberflache der Helferzellen. 
Antikorper gegen CD4 blockieren in vitro die HIV-Infektion von Helferzellen. Auch bei 
einem Uberschufi an freiem CD4-Protein geht die Infektionsrate in vitro zuruck. Die 
Entwicklung eines Fusionsproteins aus einem Teil des CD4-Proteins und aus dem Fc-Anteil 
eines Immunglobulins stellt den Versuch dar. sovvohl den Schutz der Helferzellen als auch die 
Abtotung des Virus zu erreichen. Das Fusionsprotein wird CD4-Immunadhasin genannt. Das 
Molekul bindet an gpl20 und blockiert das HIV; beides sind Funktionen des CD4.AnteiIs. 
Die Fahigkeit des Fusionsproteins, an Zellen mit Fc-Rezeptoren zu binden, und die iange 
Halbwertszeit im Plasma sind hingegen auf den Immunglobulinanteil zuriickzufuhren. Nach 
der Bindung des Immunadhasins an das freie Virus oder an HIV-infizierte Zellen kommt es zu 
einer antikorperabhangigen, zellverminelnden cytotoxischen Reaktion, die zur Zerstorung des 
Virus Oder der HIV-infizierten Zelle fuhrt. (aus: Click, B., Pasternak, J., Molekulare 
Biotechnologie, Spektrum Akademischer Verlag, 1995, S. 245). 

Durch die Verwendung einer multimeren derivatisierten Lumazinsynthase konnte sich die 
Effizienz dieser Strategic verbessem lassen. Es kann eine funktionalisierte Lumazinsynthase 
zur Verwendung kommen, die sovvohl iiber CD4-Protein-Anteile. als auch uber Fc-Anteile 
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verfugt. Da pro Molekiil nicht nur eine funktionelle Einheit. sondern viele dieser Einheiten, 
vorhanden sind, sollte sich die Effizienz erheblich sieigem lassen. 

Anstelle des CD4-Anteils konnte man in das multimere Protein auch Antikorper (z.B. speziell 
entwickelte „Single-chain-Antikorper"). die beispielsweise spezifisch gegen einen 
Tumormarker (z.B. aecen das Teratocarcinom-Antisen) gerichtet sind, einfiihren und dieses 
funktionalisierte Fusionsprotein zur Krebslherapie einsetzen. 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit ist die Kombination eines Antikorpers gegen einen 
Tumormarker mit Metallothionein. Die multimere Lumazinsynthase ist dabei mit einem Anti- 
Tumor-Antikorper und bis zu 59 Metallothionein-Molekiilen dekoriert. Die 
Metallothioneinmolekule wiederum werden mit radioaktiven Elementen (mit relativ kurzer 
Halbwertszeit), welche fiir eine Strahlentherapie geeignet sind (beispielweise Technetium 99) 
beladen. Im Laufe der Therapie binder der Proteinkomplex iiber seinen Antikorper-Anteil an 
den Tumor und fiihrt dabei die Strahlenquelle direkt an das Tumorgewebe heran. Ahnliche 
Konstrukte konnen auch fur diaanostische Zwecke, z.B. zur radioaktiven Detektion einer 
moglichen Krebserkranicung, eingesetzt werden. 

Verwendung von Lumazinsynthase-Konjugaten bei der Charakterisierung und Reinigung von 
Antikdrpern 

Die Grundlage der Fremdpeptide bilden DNA-Sequenzen, die fiir ein bestimmtes Epitop 
(antigene Determinante) kodieren. Die Sequenz der zusatzlichen Peptidsegmente kann durch 
entsprechende Wahl der DNA-Sequenz exaki bestimmt werden. Es konnen aber auch 
Peptidsequenzen eingebaut werden, die in ihrer gesamten Lange oder in Teilabschnitten eine 
stochastische Aminosauresequenz besitzen. Eine vielfaltige, zufallsorientierte Variabiiitat 
dieser Peptide kann durch den Einsatz von synthetischen Oiigonukleotiden, die iiber einen 
zufallig (randomisiert) generierten Sequenzabschnitt verfugen, erreicht werden, so daB 
reprasentative Peptidbibliotheken entstehen. Diese zufallige generierten Peptide werden 
erfindungsgemaB auf der Oberflache der Lumazinsynthase prasentiert und sind somit auch fur 
eine Antikorperbindung zugangiich. 

Die erhaltenen Lumazinsynthase-Varianten (mil einer zufalisorientienen Variabiiitat des 
Fremdpeptids) konnen z.B. zur Charakterisierung von Antikorper-Bindungsstellen verwendet 
werden. Durch die Isoherung von Antigen-.Antikorper-Komplexen mit anschliefiender 
Sequenzierung des gebundenen Peptidanteils (N-ierminale Edman-Sequenzierung oder 
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Sequenzbestimmung miiiels Massenspektroskopie), karm die Selektivitai der Bindungsstelle 
eines Antikoipers charakterisieri werden. 

Desweiteren kann gezielt nach Antikorpem, die iiber eine bestimmte Antieenerkennuns 
(Antigensequenz in diesem Fall bekannt) verfugen, gesuchi werden. Durch den Einsatz von 
Misch-Konjugaien, d.h. Lumzinsynihase-Konjugaten, die sowohl fiber ein gewiinschtes 
Fremdpeptid (in mehrfacher Ausfliiirung), als auch liber einen bioiinylienen Anteil (in 
einfacher Ausfuhrung) verfugen, konnen selektiv Antikorper aus einer Mischpopulation 
gereinigt werden. Die Verwendung von Streptavidin oder Avidin gekoppelt an eine feste 
Phase bietei sich hierfLir an. Die Reinigung kann erfmdungsgemafi aber auch auf der Basis von 
anderen Affinitatsmaterialien erfolgen. Die Elution der Antikorper erfolgt durch bekannte 
Standardmethoden. 



Losung der bcschriebenen lechnischen Probleme 

Die Losung der oben bcschriebenen technischen Probleme wird durch die Bereitstellung der 
in den Patentanspruchen gekennzeichneten Ausfiihrungsformen erzielt. Gegenstand der 
Erfindung isi die Verwendung von Lumazinsynthase-Molekulen als Tragerprotein fur 
Fremdproteine, Peptide und/oder sonstige organisch-chemische Molekiile. Femer ist 
Gegenstand dieser Erfindung ein Verfahren zum selektiven, rekombinanten Einbau der 
obengenannten Fremdproteine, bzvv. Peptide sowohl in Schieifen (loops) oder 
erfindungsgemaB vorzugsweise am N-Terminus und/oder am C-Terminus von 
Lumazinsynthasen. Das Verfaliren beinhaltet eine in vivo Assoziation von unterschiedlichen 
Lumazinsynthase-Konjugaten auf dem Wege einer Koexpression der betreffenden Gene in 
einer Zelie. Femer beinhaltet das Verfahren die Moglichkeit der in vitro Reassoziation von 
individuell gestalteten Lumazinsynthase-Konjugaten zu spharischen Partikeln auf dem Wege 
der Denaturierung/'Renaiuricrung von monomeren Untereinheiten, die sowohl mit als auch 
ohne die Verwendung eines faltungsunterstutzenden Liganden durchgefuhrt werden kann. 
Bereitgestellt werden Lumazinsynthase-Konjugate. die uber ein biotinylierfahiges Peptid 
(Tucker und Grisshammer, 1996; Schaiz, 1993: Cronan. 1990) am C-Terminus verfugen. 
Desweiteren wird ein anefizielles Lumazinsynthase-Molekill bereitgestellt. welches an seinem 
C-Terminus liber eine gut zugangliche basische Aminosaure (Lysin) verfiigt. Femer wird ein 
Lumazinsynthase-Molekiil bereitgestellt. vi'elches uber ein, gut zugangliches Cysteinmolekul 
am C-Terminus verfiigt. Beide Varianten eignen sich zur chemise hen Kopplung von 
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organischen Molekiilen. Die Kopplung kann z.B. erfolgen durch Herstellung einer 
Saureamidbindung oder einer Disulfidbindung zwischen Protein und Kopplungskomjponente. 
Die chemische Kopplung nach dem Amidprinzip kann auch erfolgen an Lysinreste, die 
naturlicherweise auf der Oberflache von Lumazinsymhasemolekulen vorkommen. 
Desweiteren wird eine thermostabile ikosaedrische Lumazinsynthase (aus Aquifex aeolicus) 
bereitgestellt, die sich unter anderem als Tragerprotein zur Herstellung von besonders stabilen 
Lumazinsynthase-Konjugaten eignet. 

Das Verfahren zur Herstellung von Lumazinsynthase-Konjugaten beinhaltet folgende Teil- 
schritte: 

L Praparation des Fusions-Vektors 

A) Gewinnung einer DNA, die ein Gen fiir eine Lumazinsynthase enthalt (z.B. durch 
IsoHerung aus einem Organismus, durch PCR-Amplifikation mit naturlich vorkommender 
RNA Oder DNA als Matrix, oder durch DNA-Synthese) 

B) Einfuhrung von geeigneten Restriktionsschnittstellen zur spateren Insertion von Fremd- 
DNA in das Lumazinsynthasegen; Anpassung der Lumazinsynthasesequenz an besondere 
Anforderungen mit Hilfe bekannter molekularbiologischer oder biochemischer Mutagene- 
semethoden: Insertion der DNA in einen Klonierungsvektor unter Verwendung bekannter 
molekularbioloeischer Methoden. (Altemativ hierzu kann der fiir das Fremdpeptid kodie- 
rende DNA-Abschniti direkt unter Verwendung der Polymerasekettenreaktion und 
synthetischer Oligonukleoiide mit dem Lumazinsynthasegen fusioniert werden, wobei ILD 
gewahrleistet sein muB) 

C) Transformation von Wirtszellen mit dem entstandenen Plasmid 

D) Selektion der Transformanden mit Hilfe von Antibiotika oder anderen Selektionsverfahren 

E) Analyse der Transformanden mit Hilfe molekularbiologischer und biochemischer 
Verfahren, wie z.B. Restriktionskartierung, Sequenzierung, Messung einer enzymatischen 
Aktivitat, etc. 

II. Insertion einer fiir ein Fremdpeptid kodierenden DNA 

A) Klonierung der Fremd-DNA mit Hilfe molekularbiologischer Methoden oder synthetische 
Herstellung einer DNA unter Verwendung chemischer Verfahren 

B) Analyse der DNA unter Verv/endung molekularbiologischer Verfahren 
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C) Praparation der fur das ixisionierende Fremdpepiid-kodierenden DNA 

D) Insertion der praparienen DNV\ an das 5 - und/'oder an das 3 '-Ende und/oder In eine 

ens im unier L praparienen Vekton so daB eine 
Fusion des Fremdgens mit dem Lumazinsynihasegen stattfmdet. Die Klonierune hat so zu 
erfolgen, daB alle verwendeten Leserahmen im korrekten Leseraster eingebaut sind. damit 
die fusionierten Gen-Fragmente gemeinsam als Fusionsproiein translatien werden. 

E) Transformation \-on Wirtszellen mil dem entstandenen Plasmid 

F) Selektion der Transformanden mit Hilfe von .Ajitibiotika oder anderen Selektionsverfahren 

G) Analyse der Transformanden mit Hilfe molekularbiologischer und biochemischer 
Verfahren, vvie z.B. Restriktionskanierung, Sequenzierung, Messung der enzymatischen 
Aktivitat, etc. 



III. Expression und Reinigung der hybriden Polypeptide 

A) Fermentation des Wirtsstammes mit der fusionienen artefiziellen DNA unter Verwendung 
bekannter mikrobiologischer Methoden. 

B) Expression der fusionierten artefiziellen DNA in den transformierten Wirtszellen als 
chimares Protein. Die Expression der artefiziellen DNA kann eine beabsichtigte post- 
translationale Veranderung des chimaren Proteins in vivo, z.B. Phosphorylierung, 
Glycosylierung. Biotinylierung, etc. einschliefien. 

C) Praparation eines Zellextraktes mit dem fusionierten Polypeptid 

D) Reinigung des Fusionsproteins mittels chromatographischer oder sonstiger Methoden 

E) Falls erforderlich: Solubilisierung und in vitro Faltung (Renaturierung) 

F) Falls erforderlich: Chemische Modifizierung der Oberflache von Lumazinsynthase-Varian- 
ten 

G) Falls erforderlich: In vitro Assoziation unter Kombination unterschiediicher 
Liimazinsynthase-Varianten 



Weitere Erlduterimg des Verfahrens: 



Bei Verwendung der vorliegenden Erfindung kdnnen eine Vielzahl verschiedener Vektoren 
zur Anwendung kommen. Extrachromosomale (episomale) Vektoren (z B. Plasmide). 
Integrationsvektoren {z.B. Lambda- Vektoren), Agrobakieriwn ftimafaciens-hasierXQ Vektoren 
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ftir Pflanzen (z.B. Ti-Plasmid). ErfindungsgemaB bevorzugi sind Plasmidvektoren. 
Verwendete Plasmide konnen aus naturlichen Quellen isoliert oder synthetisch hergestellt 
worden sein. Das ausgewahlte Plasmid sollte mit dem betreffenden Wirtsstamm kompatibel 
sein. Dazu sollte es u.a. iiber einen geeigneten. zum Wirtsstamm passenden 
Replikationsursprung verfugen. Femer sollte die Kapazitat des Vektors sowohl flir die 
verwendete Lumazinsynthase-Variante als auch fur das fiisionierie Fremdpeptid ausreichend 
sein. Desweiteren sind auf dem Plasmidvektor singulare Schnittstellen zur Klonierung von 
DNA-Fragmenten erforderlich. Der Plasmidvektor sollte uber geeignete 
Selektionsmechanismen, wie z.B. iiber ein Resisienzgen verfugen. Die Selektion ist 
notwendig, um Wirtszellen mit oder ohne Plasmid unterscheiden zu konnen. 
Falls Escherichia coli als Wirtstamm ausgewahlt wird, so sind erfmdungsgemaB Vektoren, die 
uber eine Promotorsequenz aus dem Bakteriophagen T5 oder T7, iiber eine Operatorsequenz^ 
bevorzugt die Operatorsequenz aus dem Escherichia coli Lactose-Operon (loci), liber eine 
Klonierungskassette mit mehreren singularen Schninsteilen fiir Restriktionsendonukleasen 
und eine effiziente Tcrminationssequenz verfugen, bevorzugt. Ferner sollte der Vektor liber 
einen Replikationsursprung verfugen, der eine hohe Kopienzahl der extrachromosomalen 
DNA in der Wirtszelle erlaubt. 

Prokaryotische Expressionssysteme sind im allgemeinen gut geeignet zur rekombinanten 
Herstellung von erfmdungsgemafien Proteinkonjugaten. In einigen Fallen konnen jedoch 
posttranslationale \'eranderungen notwendig sein, die in prokaryonten Organismen nicht 
eingeflilirt werden konnen. Eukaryote Proteine konnen beispielsweise in Prokar>'oten nicht 
glykosyliert oder phosphoryliert werden. Vorzugsweise werden daher eukaryote 
Fremdproteine (fusionien an die Lumazinsynthase), welche eine derartige posttranslationale 
Modifikation benotigen, unter der Komrolle eines starken Promotors (z.B. AOXl) in 
niedrigen Eukaryoien (z.B. Pichia pastoris) oder unter der KontroUe eines flir Saugerzellen 
spezifischen Promotors (z.B. Ratten-Preproinsulin-Genpromotor) in Saugetierzellen (z.B. 
COS7-Affen-Nieren-Zellen) oder eines fiir Insektenzellen (z.B. Baculovirus, Autographa 
californica) spezifischen Promotors (z.B, Polyhedrinpromotor) exprimiert. Die verwendeten 
Vektoren sollten zu diesen genannten Wirtsstammen kompatibel sein. 

Zur Herstellung von oralen Impfsioffen auf pflanzlicher Basis bieten sich z.B. Vektorsysteme 
auf der Basis des Ti-Plasmids von Agrobacteriiim tiimefaciens an. .A.ls Alternative zur 
Geniibertrasune bei Pflanzen (z.B. bei monokotvlen Pflanzen. wie Reis. Weizen. Mais, etc.) 
eignen sich physikalische Methoden (z.B. BeschuB mil .Mikroprojelctilen fBiolistik)). 
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Es konnen sowohl naturlich vorkommende Proleine als auch synihetische Proteine, die in der 
Natur nicht vorkommen. an das Tragerprotein (Lumazinsynthase) fiisioniert werden. AJs 
DNA-Quellen kommen z.B. Viren. prokaryote (Eubakterien, Archaea) und eukarvote 
Organismen (Pflanzen. Tiere) in Frage. Die zu fusionierende DNA kann auch synthetisch. 
unter Verwendung hierfiir ublicher Methoden. hergestellt werden. Ferner kann die DNA auch 
mil Hilfe von Reverser Transkriptase aus mRNA hergestellt werden. 

Die rekombinant erzeugien Plasmid-Vektoren werden zur Transformation von Wirtszellen 
verwendet. ErfmdungsgemaB bevorzugt sind gut charakterisierte Bakterienzellen. Die Wirts- 
zellen konnen auch eukaryote Zellen sein. Verwendete Wirtsstamme soUten iiber die zur 
Expression des fusionierten Polypeptides notwendige enzymatische Ausstattung verfiigen. 
Transformationstechniken sind dem Fachmann bekannt. ProtokoUe hierfiir sind bei Maniatis 
et al. (1982) beschrieben. Nach der Transformation erfolgt eine Analyse der Transformanden. 
Die Plasmide werden isoliert und mit Hilfe molekularbiologischer Methoden, wie 
Restriktionsanalyse, DNA-Sequenzierung, charakterisiert. 

Die Expression einer klonierten DNA-Sequenz in einer prokaryoten oder eukaryoten Wirts- 
zelle ist aus dem Stand der Technik bekannt. Die Kultivierung der transformierten Wirtszelle 
bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur Gewinnung von rekombinanten Fusionsproteinen 
findet unter solchen Bedingungen statt, die fiir die Expression der DNA-Sequenz fbrderlich 
sind. Der ZellaufschluB nach der Expression kann durch alle hierfur ublichen Methoden 
ausgefuhrt werden. Die aufgeschlossenen Zellen v^erden unter Verwendung bekannter 
Trennverfahren in eine losliche und eine unlosliche Fraktion getrennt. 

Sollte sich das Fusionsprotein in Fonn von EinschluBkorpern in der unloslichen Fraktion 
befinden, so wird der nach einer Zentrifugation verbliebene Zellriickstand gewaschen und an- 
schlieBend durch Zugabe eines SoIubiUsierungsmittels, gelost. Die Solubilisierung erfolgt be- 
vorzugt in Gegenwan von reduzierenden Agenzien. Die unloslichen Stoffe werden mittels be- 
kannter Methoden abgetrennt. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet. 
daB der Renaturierungsschritt in Gegenwart eines Stabilisierungsminels (5-Nitro-6-(D- 
ribitylamino)2,4( 1 H,3H)-pyrimidindion) durchgefiihrt werden kann. 
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Die Reinigung der Fusionsproteine kann mil Hilfe beicannier chromatographischer oder 
anderer biochemischer Melhoden erfolgen. 

Durch die molekularbiologische Einfuhrung einer reaktiven Aminosaure, erfindungsgemaB 
bevorzugt eines Lysin- und/oder eines Cysteinrestes, gekoppell an einen flexiblen 
Peptidlinker, wird eine kovalente Ankopplung von Molekiilen auf chemischen Wege 
ermoglicht bzw. erleichtert. Die Koppiung kann erfindungsgemaB auf verschiedene Arten 
erfolgen. Als Beispiele sollen hier genannt werden: a) Bisimid-Ester sind in Wasser gut 
loslich und konnen unter milden Reaktionsbedingungen (pH 7,0 - pH 10,0) mit der e- 
Aminogruppe eines Lysinrestes reagieren. Die resuitierende Amidbindung ist stabil. Auf diese 
Weise aktivierte Lumazinsynthasen konnen zur Koppiung mit anderen Peptiden verwendet 
werden. b) Carbodiimide gehoren zu einer Verbindungsgruppe. die mit der allgemeinen 
Formel R-N=C=N-R' zu beschreiben sind. R und R' konnen durch aliphatische oder 
aromatische Reste reprasentieit werden. Carbodiimide reagieren bevorzugt mit der 8- 
Aminogruppe von Lysin. c) m-Maleimido-benzoyl-N-hydroxysuccinimidester (MBS) ist ein 
gut untersuchtes heterobifunktionelles Reagenz. In neutraler wassriger Losung reagiert MBS 
zunachst in einer Acylierungsreaktion mit Aminogruppen zum aktivierten N- 
hydroxysuccinimidester. Ein zweites Peptid kann dann mittels Addition eines Thiolrestes an 
die Doppelbindung des Esters gebunden werden. d) N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)- 
propionat (SPDP) ist ein heterobifunktionelles Reagenz, welches unter milden Bedingungen 
mit Aminogruppen des Zielproteins reagieren kann. Die 2-Pyridyldisulfid-Struktur kann dann 
mit aliphatischen Thiolen oder einem Cystein eines weiteren Peptids liber eine Thiol- 
Disulfidaustauschreaktion reagieren. Die Kopplungsreakdon kann im pH-Bereich von 5-9 
erfolgen und der Reaktionsfortschritt kann photometrisch verfolgt werden. Es sind keine 
Reaktionen riiit anderen funktionellen Gruppen bekannt. 

Die erfindungsgemafie Herstellung von in vitro reassoziierten Lumazinsynthase-Konjugaten 
erfolgt uber einen Dissoziationsschritt und einen nachfolgenden 
Faltungs/Reassoziationsschritt. Die Dissoziation kann erfolgen durch Behandlung mit 
denaturierenden Agentien, z.B. Harnstoff oder Guanidinchlorid. durch Anderung des pH- 
Werts, durch Warmebehandlung oder andere Verfahren. Die nach der Denaturierung 
monomer vorliegenden chimaren Proieine setzen sich jeweils aus einer konstanten Region, 
einer Lumazinsvnthase ibzw. einer modifizienen Lumazinsvnthase) und einer variablen 
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Region (ein beliebises fusioniertes Peptid) zusammen. Die monomeren Untereinheiten 
konnen anschlieBend beliebig gemischt werden. Da die rekombinienen Untereinheiten jeweils 
einen konsianten Lumazinsynthaseanteil besiizen, isi eine Renaturierung der Lumazinsvnthase 
Kemsirukmr unter Ausbildung der nattirlichen ikosaedrischen Struktur moelich. Die 
Renaturierung karm dabei in Gegenvvan eines Stabilisierungsmittels (bevorzust 5-Nitro-6-(D- 
ribityIamino)2,4( 1 H,3H)-pyrimidindion) erfolgen. 

Die in vivo Kombination von verschiedenen Lumazinsynthase-Varianten erfolgt auf dem 
Wege der Coexpression der jeweiligen Gene, die fur das gewunschte Fusionspolypeptid 
kodieren. Die betreffenden Gene konnen sich hierbei auf der chromosomalen DNA des 
Wirtsstammes und'oder auf einem oder mehreren Plasmidvektoren befinden. Durch eine 
Abstimmung der Expression der in vivo zu assoziierenden Lumazinsynthase-Varianten laBt 
sich ein bestimmtes Mischungsverhaltnis. d.h. bestimmte Kombinations-Varianten einsteilen. 

In den Zeichnungen bedeuten: 

Figur 1 eine schematische Darstellung eines ELISA-Protokolls zum Nachweis eines 
bestimmten Antigens oder eines bestimmten Antikorpers. Das Antigen ist an die 
Mikrotiterplatte gebunden. Das Enzym (E) ist an den sekundaren Antikorper gekoppelt. Das 
farblose Substrat vvird durch das Enzym (E) zu einem farbigen Produkt umgesetzt. 
Figur 2 beschreibt die Detektion eines Antigens mittels eines biotinmarkierten primaren 
Antikorpers. Ein Lumazinsynthase-Konjugat (verstarkendes Linkermolektii), welches bis zu 
60 Biotinmolekiile kovalent gebunden enthalt ist tiber eine Streptavidin- oder eine 
Avidinbrucke (SA) an den biotinylienen primaren Antikorper gebunden. Die Farbreaktion 
wird durch ein beliebiges streptavidingekoppekes Enzym (E), welches einen Komplex mit der 
biotinylierten Lumazinsynthase eingeht, erreicht. Durch die Zwischenschaltung eines 60-fach 
biotinylierten Linkerproieins (Lumazinsynthase-Konjugat) und der dadurch bedingten 
mehrfachen Bindung von farbreaktionverminelndem Enzym, wird eine extreme 
Signal verstarkung erreicht. wobei die Signalstarke proportional zur Antigenkonzentration ist. 
Figur 3 beschreibt den Einsatz eines Lumazinsynihase-Mischkonjugates bei der Diagnostik 
von Infektionskrankheiten. 

A) Ein LumazinsynthasemoIekuL welches 1 -5 kurze Peptide von antigen wirksamen viralen 
oder bakteriellen Oberflachenproteinen (antigene Determinanten) und bis zu 60 
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Biotinmolekule kovaleni gebunden enthalt. dient als Detekiionsmolekul flir immobilisierte 
AntikoqDer, die aus einem Palientenseruni oder anderen Fliissigkeiien stammen. 
B) Charakteristische AntikoqDer gegen bestimmte Infektionskrankheiten werden mil Hilfe spe- 
zieller immobilisiener Epitope (Teile von Oberflachenproteinen der betreffenden pathogenen 
Organismen; antigene Determihanten) aus der jeweiligen Korperfliissigkeit gefischt. Ein Lu- 
mazinsynthasemolekul, welches ebenfalls 1-5 Kopien des oben bezeichneten Epitops und bis 
zu 60 Biotinmolekule kovalent gebunden enthalt, dient als Detektionsmolekiil fur diese nun 
immobilisierten Antikorper. 

Eine Farbreaktion wird in beiden Fallen durch ein beliebiges streptavidingekoppeltes Enzym 
(E), welches einen Komplex mit der biotinylierten Lumazinsynthase eingeht, erreicht. Durch 
die Zwischenschaltung eines mehrfach biotinylierten Linkerproteins (Lumazinsynthase- 
Konjugat) und der dadurch bedingten mehrfachen Bindung von farbreaktionvermittelndem 
Enzym, wird eine Signalverstarkung erreicht. 

Nicht gebundene Antikorper v/erden in einem ersten Waschschritt entfemt. Erfolgt keine Bin- 
dung an die immobilisierten Epitope, so wird der Komplex aus Lumazinsynthase-Konjugat 
und Antikorper nicht gebildet. Uberschiissiges Lumazinsynthase-Konjugat wird in einem 
zweiten Waschschritt entfernt, so daB der Testansatz farblos bleibt. 

Figur 4 beschreibt eine schematische Darstellung einer Versuchsanordnung zur Reinigimg 
von Antikorpem mit einer spezifischen Antigenerkennung. Ein Lumzinsynthase-Konjugat^ 
das sowohl iiber ein gewlinschtes Fremdpeptid (in mehrfacher Ausftilirung), als auch iiber 
einen biotinylierten Anteil (in einfacher Ausftihrung) verfugt, wird an uber seinen Biotinanteil 
an immobilisienes Streptavidin gebunden. Die Strepiavidinmolekiile sind an eine feste Phase 
gekoppelt. Die Antikorpermischpopulation wird auf eine Saule mit immobilisiertem 
Streptavidin gegeben (oder mit Streptavidinmaterial gemischt), wobei die Antikorper mit der 
gevsoinschten Spezifitat an den Fremdpeptidanteil auf dem Lumazinsynthase-Konjugat binden. 
Der WaschprozeB des Streptavidin-Lumazinsynthase-Konjugat-Antikorper-Komplex und die 
anschlieCende Elution der spezifischen Antikorper erfolgt durch bekannte Standardmethoden. 
Figur 5 zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus eines Biosensors, der prinzipell aus 
mindestens drei Teilen bestehen kann: I. Der biologische Rezeptor, 2. Die Wandler-Einheit, 
3. Die angegliederte Elektronik. Der biologische Rezeptor kann auf unterschiedliche Weise an 
den Wandler bzw. Transduktor aebunden vorlieeen. 

Figur 6 zeigt schematisch eine ftinktionalisiene Lumazinsynthase mil 60 gleichen bzw. 
unterschiedlich modifizierten Untereinheiten, die iiber einen Anker (Peptid. Fettsaure. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 00/53229 PCT/EPOO/0 1 899 

25 

sonstige fiinktionelle Gruppen) mil einer Oberflache (beispielsvveise Wandleroberflache. 
Membran, sonstige Oberflachen, etc.) verbunden ist. Die Detekiionsempfindlichkeit fiir 
Fremdmolekulbindung auf der Oberflache der Lumazinsynihase wird durch eine hohe Anzahl 
funktioneller Gruppen (beispielsweise Epitope zur Amikorpererkennung, Antikorper zur 
Detektion von Fremdmolekulen in Losung oder sonstige Rezeptoren) erhoht. 
Figur 7 zeigt schematisch einen moglichen Aufbau eines Feldeffeknransistors unter 
Einbeziehung einer muitimeren, funktionalisierten Lumazinsynihase. Eine Veranderung der 
Oberflachenladung an der Torelektrode, die durch die Bindung eines Fremdmolekuls an die 
Oberflache der Lumazinsynthase eintritt, moduliert dabei den StromfluB durch den 
Feldeffekttransistor. 

Figur 8 zeigt einen Sequenzvergleich von Lumazinsynthasen aus folgenden Organismen: 1. 
Mycobacterium avium; 2. Mycobacterium tuberculosis, 3. Corynebacterium ammoniagenes; 
4. Chlorobium tepidum: 5. Aquijex aeolicus; 6. Thermotoga maritima: 7. Bacillus subtilis; 8. 
Bacillus amyloliquefaciens: 9. A. pleuropneumoniae; 10. Streptococcus pneumoniae; IL 
Staphylococcus aureus; 12. Vibrio cholerae; 13, Photobacterium phosporeum; 14, S, 
putrefaciens; 15. Photobacterium leiognathi; 16. Shigella flexneri; 17. Escherichia coli; 18. 
Haemophilus influenzae; 19. Dehalospirillum multivorans; 20. Helicobacter pylori; 21. 
Deinococcus radiodurans; 22. Synechocystis sp.; 23. Porphyromonas gingivalis; 24. 
Arabidopsis thaliana; 25. Methanococcus jannaschii; 26. Archaeoglobus fldlgidus; 27. 
Methanobacterium thermoatitotrophicum; 28. Chlamydia trachomatis; 29. Saccharomyces 
cerevisiae; 30. Brucella abortus. Die Proteinsequenzen vsairden durch Ubersetzung der 
zugrundeliegenden DNA-Sequenzen erhalten. Die gezeigte Sequenzmenge wurde erhalten 
durch Datenbanksuche unter Verwendung der Suchalgorithmen nach Altschul et al. (1997) 
und der Sequenz der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis als Suchmatrize. 
Figur 9 zeigt die Aufsicht auf eine pentamere Untereinheit der ikosaedrischen 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. Der Ligand 5-Nitro-6-(D-ribit>'lamino)-2,4-(lH,3H)- 
pyrimidindion bindet in der Kontaktstelle zwischen zwei monomeren Untereinheiten 
(Ladenstein et aL, 1988, 1994; Riisert ei al., 1995). 

Figur 10 zeigt ein Modell der ikosaedrischen Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, Eine von 
12 pentameren Untereinheiten ist durch die Verwendung unterschiedlicher Grautone 
hervorgehoben. Sowohl der N- als auch der C-Terminus Hegen an der Oberflache und sind frei 
zuganglich. 
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Figur 11 zeigt die in den Ausfiihrungsbeispielen venvendeten Expressionsvektoren. SD, 
ribosomale Bindungsslelle; MCS, Klonierungskassette mil singularen Schnittstellen; to, ii. 
Terminatorsequenzen; (cat), nicht aktives Gen fiir die Chloraniphenicolacet>'ltransferase 
(verschobener Leseralimen); (Acat). inakiives Gen fiir die Chloramphenicolacet>4transferase 
(Deletion); Restriktionssciinitistellen sind durch Buchstaben gekennzeichnet: B. BamHI; E, 
EcoRJ; H, Hindlll; N, Ncol; P, PstI: S, Sail. Translationsstart im Vekior pNC0113 bei 
Position 1 13 und an Position 233 bei p602/-CAT. 

Figur 12 beschreibt die 1. PCR zur Einfiihrung einer Mutation am Beispiel des Austausches 
der Aminosaure Cvstein an Position 93 sesen Serin im Gen der Lumazinsvnthase aus Bacillus 
subtilis. Im ersten Schritt der gerichteten Mutagenese werden zuersi zwei getrennte PCR- 
Ansatze, mit den Oligonukleotidepaarungen PNCO-M1/C93S und PNCO-M2/RibH-3 und 
dem Expressionsplasmid pNCO-BS-LiiSy als Mairize, durciigefuhrt. Fragment A enthait die 
beabsichtigte Mutation und eine intakte Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease 
EcoRI. Fragment B reprasentiert das gesamte, aber unmutiert vorliegende ribH-Gen 
(Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis). In diesem Fragment ist die 5'- 
Klonierungsschnittstelle deletiert. (R: ribosomale Bindungsstelle) 

Figur 13 beschreibt die 2. PCR bei der Einfiihrung einer Mutation. Im zweiten Schritt der 
Mutagenese wird die eingefiihrte Mutation, die sich jetzt noch am Ende 3'-Ende des durch 
PCR generierten Gen-Fragmentes befmdet, durch iiberlappende Verlangerimg, in das gesamte 
Gen eingefuhrt. 

Figur 14 beschreibt die 3. PCR zur Einfiihrung einer Mutation. Die 3. PCR dient der 
Vermehrung des verlangerten Codonstrsmges von Fragment A. 

In den Figuren 15 bis 24, 26 bis 28 und 30 und 31 ist die Sequenz der jeweils venvendeten 
Lumazinsynthase durch Fettdruck gekennzeichnet. Die Linkerregionen sind unterstrichen. 
Erkennungssequenzen fiir die jeweiligen Restriktionsendonukleasen sind kursiv und 
unterstrichen. Fusionierte Sequenzen, bzw. Aminosauren. die nicht zur Linkersequenz gezahit 
werden, sind punktiert unterstrichen. Die Aminosaurensequenz ist im Einbuchstaben-Code 
angegeben. 

Figur 15 zeigt die Struktur des Vektors pNCO-N-BS-LuSy zur Fusion von Fremdproteinen an 
den N-Terminus der Lumazinsvnthase. 
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Figur 16 zeigl die Strukiur des Vektors pXCO-C-BS-LuSy zur Fusion von Fremdproieinen an 
den C-Terminus der Lumazinsvnthase. 

Figur 17 zeigt die Struktur des Vektors pSCO-BS-LiiSy-EC-DHFR. 

Figur 18 zeigt die Strukiur des Vektors pNCO-N-VP2-BS'LiiSy im Bereich des N-Terminus. 
Figur 19 zeigt die Struktur des Vektors pyCO-C'VPl-BS'LitSy im Bereich des C-Terminus. 
Figur 20 zeigt die Struktur des Vektors pNCO-C-Biotcig-BS-LuSy im Bereich des C- 
Tenninus. 

Figur 21 zeigt die Struktur des Vektors pNCO-LysJ dS-BS-LuSy im Bereich des C-Terminus. 
Figur 22 zeigt die Struktur des Vektors pNCO-CysJ 67-BS'LuSy im Bereich des C-Terminus. 
Figur 23 zeigt die Struktur des Vektors pFLAG-MAC-BS-LuSy im Bereich des N-Terminus. 
Figur 24 zeigt die Struktur des Vektors pNCO-C-Hisd-BS'LuSy im Bereich des C-Terminus. 
Figur 25 zeigt die Konstruktion der thermostabilen Lumazinsvnthase aus Aguifex aeoliciis 
(Deckert et al.. 1998) unter Verwendung von 11 synthetischer Oligonukleotide (AQUI-1 bis 
AQUI-1 1) und einer 6-stufigen Poiymerase-Kettenreaktion. 

Figur 26 zeigt die Kopplung eines artefiziellen 13 Aminosauren langen, in vivo 
biotinylierfahigen Peptids, an den C-Terminus der thermostabilen Lumazinsynthase aus 
Aguifex aeolicus. (Peptid ist uber einen Linker mit 3 Alaninresten an den C-Terminus des 
Tragerproteins gebunden) 

Figur 27 zeigt die Kopplung eines artefiziellen 13 Aminosauren langen, in vivo 
biotinylierfahigen Peptids, uber einen Linker aus 6 Histidin- und 3 Alaninresten an den C- 
Terminus der thermostabilen Lumazinsynthase aus Aguifex aeolicus. 

Figur 28 zeigt die Kopplung eines artefiziellen 13 Aminosauren langen, in vivo 
biotinylierfahigen Peptids, uber einen Linker bestehend aus 6 Histidinresten und der Sequenz 
Gly-Gly-Ser-Gly-Ala-Ala-.Ala an den C-Terminus der thermostabilen Lumazinsynthase aus 
Aguifex aeolicus, 

Figur 29 zeigi die Herstellung eines chimaren Proteins bestehend aus einem Teil der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis und einem Teil der thermostabilen Lumazinsynthase 
aus Aguifex aeolicus. (RBS: ribosomale Bindungsstelle) 

Figur 30 zeigt den 5 '-Bereich des Vektors pNCO-AA-Bglll-LuSy bzw, des Vektors pNCO- 
AA'Bglll'LuSy-(BamHI) zur Fusion von Fremdgenen an das 5'-Ende der Lumazinsynthase aus 
Aguifex aeolicus. Die neu in die Sequenz eingefuhrte Erkennungssequenz fur die singulare 
Restriktionsendonuklease Belli ist einsezeichnei. 
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Figur 31 zeiat den 3'-Bereich des Vektors pNCQ-AA-LuSv'(BamHI) bzw. des Vektors 
pNCO-AA'BglII-LuSy~(BamHD zur Fusion von Fremdgenen an das 3'-Ende der 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus. An den C-Terminus des Tragerproteins ist ein Peptid 
mil der Sequenz GSVDLQPSLIS fusionien. 

Die angefuhrten DNA-Sequenzprotokolle erlautem den Aufbau. der in den Beispielen 
angefuhrten Plasmide. In den Sequenzprotokollen sind die Erkennungssequenzen der 
jeweiligen verwendeten Restriktionsendonukleasen kursiv und unterstrichen; die exprimierten 
Fusionsproteine sind jeweils fettgedruckt und Linkersequenzen sind punktiert unterstrichen; 
auf Ausnahmen in der Zeichenformaiierung wird hingewiesen. 



SEQ ID No.l zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCOllS, (Vektor zur 
Expression von Genen in Escherichia coli: Stiiber et aL, 1990) 

SEQ ID No.2 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors p602/-CAT. (Schaukelvektor 
zur Expression von Genen in Escherichia coli und Bacillus subtilis; Henner, 1990; LeGrice, 
1990) 

SEQ ID No.3 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsplasmides pNCO-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid mit der unveranderten Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis zur 
Expression in Escherichia coli) 

SEQ ID No.4 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsplasmides p602-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid mit der unveranderten Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis zur 
Expression in Escherichia coli und Bacillus subtilis) 

SEQ ID No-5 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsplasmides pNCO-BS-LuSy-CPSS. 

(Expressionsplasmid mit einer veranderten Lumazinsynthase-Variante, wobei die Aminosaure 

Cystein an Position 93 durch die Aminosaure Serin ausgetauscht wurde) 

SEQ ID No.6 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsplasmides pNCO-BS-LuSy-Cl 39S. 

(Expressionsplasmid mit einer veranderten Lumazinsynthase-Variante, wobei die Aminosaure 

Cystein an Position 139 durch die Aminosaure Serin ausgetauscht wurde) 

SEQ ID No.7 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsplasmides pNCO-BS-LuSy-CPS/UPS. 

(Expressionsplasmid mit einer veranderten Lumazinsynthase-Variante, wobei die .Aminosaure 

Cystein an den Positionen 93 und 139 durch die Aminosaure Serin ausgetauscht woirde) 
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SEQ ID No.8 zeigi die DNA-Sequenz des Expressionsvektors p.\'CO-X-BS-LuSy zur Fusion 
von Fremdpeptiden an den N-Terminus der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
SEQ ID No.9 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-C-BS-LitSy zur Fusion 
von Fremdpeptiden an den C-Terminus der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. 
SEQ ID No.lO zeigi die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-EC'DHFR-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus der 
Dihydrofolatredukiase aus Escherichia coli und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
wobei die Dihydrofolatreduktase an den N-Terminus der Lumazinsynthase fusioniert voriiegt) 
SEQ ID No. 11 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-EC-MBP-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus dem 
maltosebindenden Protein aus Escherichia coli und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
wobei das mahosebindene Protein an den N-Terminus der Lumazinsynthase fusioniert 
vorUegt) 

SEQ ID No. 12 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-BS-LuSy-EC-DHFR. 
Die Linkersequenz zvvischen der Lumazinsynthase und der Dihydrofolatreduktase ist punktiert 
unterstrichen. (Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus der 
Dihydrofolatreduktase aus Escherichia coli und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
wobei die Dihydrofolatreduktase an den C-Terminus der Lumazinsynthase fusioniert voriiegt) 
SEQ ID No. 13 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO'N'VP2'BS'LuSy, 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus der VP2-Domane 
des ^Minc enteritis Virus' und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, wobei sich die VP2- 
Domane am N-Terminus befindet; das ehemalige Startcodon der Lumazinsynthase ist 
unterstrichen) 

SEQ ID No. 14 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-C'VP2-BS''LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus der VP2-Domane 
des Mine enteritis Virus' und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. wobei sich die VP2- 
Domane am C-Terminus befindet) 

SEQ ID No. 15 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO'N/C'VP2-BS'LuSy, 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus der VP2-Domane 
des 'Mine enteritis Viius' und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, wobei sich die VP2- 
Domane sowohl am N-Terminus als auch am C-Terminus befindet; das ehemalige Startcodon 
der Lumeizinsynthase ist unterstrichen) 
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SEQ ID No.16 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-C-Biotog-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproieins, bestehend aus einem 13 
Aminosauren langen, in vivo biotinylierfahigeh Peptid und der Lumazinsynthase aus Bacillus 
subtilis, wobei sich das fusionierte Peptid am C-Terminus befindet) 

SEQ ID No.l7 zeigi die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-LysI 65-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression einer \'eranderten Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. 
bei der der C-Terminus verlangert wurde und mit einem Lysinrest endet; das Codon fur Lysin 
(AAA) ist unterstrichen) 

SEQ ID No. 18 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-Cysl67-BS'LuSy: 
(Expressionsplasmid zur Expression einer veranderten Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. 
bei der der C-Terminus verlangert wurde und mit einem Cysteinrest endet; das Codon fur 
Cystein (TGC) ist unterstrichen) 

SEQ ID No.l9 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pFLAG-MAC-BS-LuSy, 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus einem 12 
Aminosauren langen Epitop, welches von einem monoklonalen Antikorper erkannt wird, und 
der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, wobei sich das fusionierte Peptid am N-Terminus 
befindet; das ehemalige Startcodon der Lumazinsynthase ist unterstrichen) 
SEQ ID No-20 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-C-Hisd-BS-LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus einem 6 
Aminosauren langen Peptid (6 x Histidin) und der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
wobei sich das fusionierte Peptid am C-Terminus befindet; das Peptid ist unterstrichen) 
SEQ ID No.21 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-AA-LuSy. 
(Expressionsplasmid zur Expression der unveranderten, thermostabilen Lumazinsynthase aus 
Aquifex aeolicus; die DNA-Sequenz wurde an die Codon- Verwendung von Escherichia coli 
angepasst; die DNA wurde vollsynthetisch hergestellt) 

SEQ ID No.22 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-C-Biotag-AA-LuSy, 
(Expressionsplasmid zur Expression eines Fusionsproteins, bestehend aus einem 13 
Aminosauren langen. in vivo biotinylierfahigen Peptid und der Lumazinsynthase aus Aquifex 
aeolicus, wobei sich das fusionierte Peptid am C-Terminus befindet; das Peptid ist liber einen 
Linker mit 3 Alaninresten mil dem C-Terminus des Tragerproteins verbunden) 
SEQ ID No.23 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-Hisd-C-Biotag-AA- 
Lusy. (Expressionsplasmid zur Expression der Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus mit C- 
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tenninaL uber einen Liaker aus 6 Hisiidin- und 3 Alaninresien gekoppeltem. in vivo 
biotinylierfahigem Peptid) 

SEQ ID No.24 zeigt die DNA-Sequenz des Expicssionsv^kiors pNCO-Hisd-GLYI'SER-GLY- 
C-Biotag'A.^-LiiSy. (Exprcssionsplasmid zur Expression der LumazinsvTithase aus Aquifex 
aeolicus mit C-terminaL uber einen Linker bestehend aus der Aminosaurenfolse 
HHHHHHGGSGAAA gekoppeltem, in vivo biotinylierfahigem Peptid) 

SEQ ID No.25 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-BS-LuSy-Agel-AA' 
Lusy. (Expressionsplasmid zur Expression eines chimaren Proteins bestehend aus einem Teil 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis und einem Teil der thermostabilen Lumazinsynthase 
QMS Aquifex aeolicus: der Anteil der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis ist fettgedruckt, der 
Anteil der Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus ist doppelt unterstrichen) 
SEQ ID No.26 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-AA-Bglll-LuSy. 
(Vektor zur Fusion von Fremdpeptiden an den N-Terminus bzw. an das 5'-Ende der 
thermostabilen Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus unter Verwendung der 
Restriktionsendonuklease Bglll). 

SEQ ID No.27 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-AA-LuSy-fBamHI) 
(Vektor zur Fusion von Fremdpeptiden an den C-Terminus bzw. an das 3 '-Bade der 
thermostabilen Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus unter Verwendung der 
Restriktionsendonuklease BamHI) 

SEQ ID No.28 zeigt die DNA-Sequenz des Expressionsvektors pNCO-AA-Bglll-LuSy- 
(BamHI). (Vektor zur Fusion von Fremdpeptiden an den N- und an den C-Terminus bzw. an 
das 5 - und an das 3'-Ende der thermostabilen Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus unter 
Verwendung der Restriktionsendonukleasen Bglll und BamHI) 

Die verwendeten Bakterienstamme werden bei der DSM gemafi Budapester Vertrag 
hinterlegt. Die Hinterlegungsnummem v^'erden nachgereicht. 



Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher erlautert. 

Die in den Ausfuhrungsbeispielen verwendeten Stamme von Bacillus subtilis und Escherichia 

coli sind im folgenden mil Genotyp und Literaturstelle aufgefuhrt. 

Stamm Genotyp Literatur 
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Bacillus siibtilis Klonierstamm 
BR151[pBLl] 

Escherichia coli Klonierstamme 
XL 1 -Blue . 



RR28 



PCT/EPOO/01899 
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tip. met. lys 



Lovell. 1981 



recAL endAl. gyrA96, thi-L hsdR17. Bullock et aL, 

proAB, 1987 



supE44. relAl, lac[F', 

lacr^ZAM15,TnlO(tetO] 

F". thi, pro, lac, gal, ara, mtK xyl 

supE44. endA. hsd(r*, m*). pheS. recA 



Hennecke et al., 
1982 



Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Gibco BRL, Eggenstein und 
MWG-Biotech, Ebersbera im Rahmen einer Auftrasssvnthese hereestellt. 
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Beispiel 1 

Heterologe Expression dcs Gens der Lumazinsynthase aus Bacillus subiilis in 
Escherichia coli XLl 

A) Das Gen fur die Lumazinsynihase aus Bacillus siibtilis vvurde mit den Oligonukleoliden 
RibH"] (5' gag gag aaa tta acc atg aat ate aia caa gga aat na g 3 ). welches am 3'-Ende zum 
5'-Ende des Lumazinsynthasegens komplementar isi und am 5 '-Ende fur einen Teil einer 
optimienen ribosomalen Bindungsstelle kodiert, und RibH-2 (5' tat tat gga tec cca tgg tta 
ttc gaa aga acg grt taa gtt tg 3'), welches am 3'-Ende zum Gen der Lumazinsynthase 
komplementar ist und hinter dem Stopcodon eine Erkennungssequenz fur die 
Endonuklease BamHI (G*GATCC) einfuhrt, aus dem Plasmid pRF2 (Perkins et al., 1991), 
welches das gesamte RJB-Operon aus Bacillus subiilis enthalt, amplifiziert (Mullis et al., 
1986). 

1 0 \x\ PCR-Puffer (.75 mM Tris/HCl. pH 9.0: 20 mM (NH4)3S04; 0.0 1 % (w/v) Tsveen 20) 

6 fil Mg^" [ 1 p mM] 
8^1dNTP'sGe200.uM] 
1 ^ilRibH-l [0,5 piM] 
1 |.l1 RibH-2 [0,5 ^iM) 
1 |ilpRF2 [10 ng] 

1 )al Goldstar-Taq-Polymerase [0,5 U] (Eurogentec, Seraing, Belgien) 

72 jLll H20bidest 

Der Ansaiz wurde im Thermocycler (GeneAmp'^PCR System 2400; Perkin Elmer) 
bei folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 1 . 5,0 min 95 

2. 0,5 min 94 °C 

3. 0,5 min 50 

4. 0,8 min 72 

5. 7,0 min 72 °C 

6. abkuhlen auf 4 

Die Schritte 2. - 4. wurden 20 x wiederholt. 

B) Der PCR-Ansaiz wurde mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die DNA durch Far- 
bung mit Ethidiumbromid unier UV-Licht sichtbar eemacht und und das Fraement mit 
einer Lange von 498 bp mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Das Gelstiick. 
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vvurde gewogen und mit der 5-fachen Menge an 6 M NaJ-Losiing versetzt. Nach 
Aufschmelzen des Gelstiickes wurde zu dieser Losung Glasmilch (Geneclean II-Kit, 
Biol 01; San Diego, CA) zugegeben (2 Glasmilch pro 1 |.ig DNA). Nach 30 min 
Inkubation auf Eis vviarde die Suspension zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, 8000 Umin'', 
2 min, 4 ^C), der Oberstand verworfen und die Glasmilch mit 500 NEW-Waschlosung 
(Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben) suspendieri. zentrifugiert (s.o.) und 
der Uberstand anschliefiend vollstandig entfemt. Die Elution der DNA erfolgte mit 30 
bidestilliertem Wasser (45 ^C, 15 min). Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte 
fluorometrisch unier Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Bisbenzimid H 33258 
(Hochst, Frankfurt). In Gegenwart von DNA liegt das Absorptionsmaximum dieses 
Farbstoffes bei 365 nm, das Emissionsmaximum bei 458 nm. Das verwendete Fluorometer 
arbeitet mit einer Quecksilberlampe und benutzt zur Anregung eine Wellenlange von 365 
nm in einer Bandbreite von 100 nm. Die Messung der Emission erfolgt mittels eines 
Photomultipliers bei 460 nm in einer Bandbreite von 10 nm. Die Nulleichung erfolgte mit 
2 ml TNE-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 7.4, 10 mM EDTA, 1 M NaCl), der 0,1 ^g/ml 
Farbstoff enthielt. Anschliefiend wurden 2 ^il eines Eichstandards mit bekannter DNA 
Konzentration (Plasmid-DNA) zugeben und diese Konzentration am Fluorometer 
eingestellt. Nachdem der Nullpunkt des Cerates mit Puffer/Farbstoff-Lostmg tiberpruft 
v^orden war, wurden 2 ^il der DNA-Probe unbekannter Konzentration zugegeben und die 

Konzentration in )J.g/ul abgelesen. 
C) 10 ng der isolienen DNA aus B) diemen anschliefiend als Matrize fur eine 2. Polymerase- 
kettenreaktion mit den OHgonukleotiden EcoRI-RBS-l (5' ata ata gaa ttc att aaa gag gag 
aaa tta acc atg 3 ), welches die ribosomale Bindungsstelle vervollstandigt und unmittelbar 
vor der ribosomalen Bindungsstelle eine Erkennungssequenz fiir die 
Restriktionsendonuklease EcoRI (G*AATTC) in das DNA-Fragment einfuhrt, und RibH-2 : 
10 lull PCR-Puffer 

6|al Mg-" [L5 mM] 

8|aldNTP'sLie200|.iM] 

1 yi\ EcoRI-RBS [0,5 \xU] 

1 \x\ RibH-2 [0,5 ).iM) 

1 \x\ DNA aus der l.PCR [10 ng] 

1 i-il Goldstar-Taq-Polymerase [0,5 U] (Eurosentec. Seraing, Belgien) 

72 ^ll H20bidesi 
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Der Ansatz vviirde im Thermocycler ( GeneAmp'^'PCR System 2400; Perkin Elmer) bei 
folgenden Bedingungen durchgefiihn: 1 . 5,0 min 95 "^C 

2. 0,5 min 94 °C 

3. 0.5 min 50 T 

4. 0,8 min 72 °C 

5. 7,0 min 72 ""C 

6. abkuhlen auf 4°C 

Die Schritte 2. - 4. wurden 30 x wiederholt. 

D) Der PCR-Ansatz wiirde mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und das Fragment 
mit einer Lange von 516 bp wie unter B) beschrieben eereinigt. 

E) Das isolierte DNA-Fragment wurde mil den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI 
verdaut. 

30,0 |il Fragment aus D) 

2,5 111 EcoRI [62,5 U] 

3,0 ^il BamHI [60 U] 

24,0 1^1 OPAU ( 10 x: 500 mM Kaliumaceiat: ICQ mM Magnesiumaceiai: 100 mM ;Tris-Acetau pH 7,5) 
60,5 1^1 H20bidcsi 

von der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg) bezo- 
gen. Der Ansatz v^-urde 1 80 min bei 37 °C inkubiert und wie unter B) beschrieben ge- 
reinigt und zur Ligation eingesetzt. 

F) Der Expressionsvektor pNC0113 wurde mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und 
BamHI verdaut. 

25,0 i^lpNCOin [5 j,ig] 

2,5 111 EcoRI [62,5 U] 

3,0 \A BamHI [60 U] 
24,0 ^il OPAU (10 X) 

65,5 |.l1 H20bidesi 

Der Ansatz v^rde ebenfalls 1 80 min bei 37 "^C inkubiert und das entstanden DNA- 
Fragment mit einer Liinge von 3387 bp wie unter B) besciirieben gereinigt und zur 
Ligation eineeseizt. 
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G) Ligation der DNA-Fragmenie aus E) und F) in einem molaren Verhaltnis von 3:1. 
(Sgamarella, 1979) 

1 \il Expressionsvektor aus F) [50 fmol] 

2 |il DNA-Fragment aus E) [150 fmol] 

4 p.1 H20b,desi 

mischen, 10 min auf 55 erwarmen und dann 5 min auf Eis stellen 

2 T4-Puffer (5 \: 250 mM Tris/HCI. pH 7.6: 50 miM MgCK; 5 mM ATP: 5 mM DTT: 25 % (w/v) Poly- 
ethylenglycol-8000) 

1 1^1 T4-Ligase [ 1 U] (Gibco BRL, Eggenstein) 

Der Ansatz \vurde uber Nacht bei 4 °C inkubiert und das Plasmid pNCO-BS-LuSy er- 
halten. 

H) Hersiellung elektrokompelenter Escherichia coli XL l-Zellen (Dower et al., 1988): 1 Liter 
LB-Medium vvurde 1 :100 mit einer bei 28 ""C gewachsenen Ubemachtkultur angeimpft und 
bei 37 ""C im Schutteiinkubator bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,5 bis 0,7 
(friihe bis mittlere logarithmische Phase) bebruhtet. Die Bakterienkultur wurde zum 
Anhalten des Zellwachstums 15 min auf Eis gestellt und danach zur Gewinnung der 
Zellmasse zentrifugiert (Sorvall-GS-3-Roton 2300 U/min* 4 ""C, 15 min). Das Zellpellet 
wurde dann in 1 1 eiskalter und steriler 1 0 %iger Glycerinlosung suspendiert und abermals 
zentrifugiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte (500 ml 10 %ige Glycerinlosung; 20 
ml 10 %ige Glycerinlosung) mit anschlieBender Zentrifugation. Nach dem letzten 
Zentrifuoationssclirin wurde der Ruckstand in 2-3 ml 10 %iger Glycerinlosung 
aufgenommen und auf Eis gestellt. Elektroporationszelle und Kuveuenhalter wurden 15 
min auf Eis vorgekuhlt. In einem vorgekuhlten 0,5 ml Eppendorf-GefaB wurden 40 ^1 der 
vorbereiteten Zellsuspension mit 1-2 jal des Ligationsansatzes aus G) vermischt und 
anschlieBend in die vorgekuhlte Elektroporationszelle {OA cm) pipettiert. Die 

. Elektroporation wurde bei 25 i^F, L8 kV, 200 Q (BioRad, Munchen) durchgefuhrt, wobei 
die Zeitkonstante der Elektroporation bei 4-5 msec lag. Unmittelbar nach dem 
Elektroporationsvorgang wurde die Zellsuspension mit 1 ml SOC-Medium (2 % Pepton; 
0.5 % Hefe-Extrakt: 10 mM NaCl; 2.5 mM KCl; 10 mM MgCh; 10 mM MgS04; 20 mM 
Glucose) versetzt und in ein steriles 10 ml GefaB uberftihrt. Zur phanotypischen Expression 
wurden die Zellen 1 h bei 37 im Schuttler bebruhtet und anschlieBend in 20 ^il und 200 
\xl Portionen auf LB-Amp-Platten (21 g/1 Agar; 10 g/1 Caseinhydrolysat: 5 g/1 Hefeextrakt: 
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5 g/1 NaCl; 150 mg/1 Ampicillin) ausplanien und-uber Nacht bei 37 inkubien und der 
Expressionsstamm XL 1 -pNCO-BS-LitSy erhaiten. 
I) Die Isolierung der Expressionsplasmide (pNCO-BS-LuSy) aus den unter H) erhaltenen 
Expressionsstammen (XLl -pNCO-BS-LuSy) wiirde nach Bimboim und Doly (1979) durch- 
gefiihrt. Zellen aus einer 100 ml Ubemacht-Kultur (10 g/1 Caseinhydrolysat; 5 g/1 Hefe- 
extrakt; 5 g/I NaCl; 150 mg/1 Ampicillin) wurden in 4 ml Puffer SI (50 mM Tris/HCl, 10 
mM EDTA, 100 ug Rnase A/ml, pH 8.0) suspendiert und anschliefiend mit 4 ml Puffer S2 
(200 mM NaOH, 1 % SDS) versetzt. Nach vorsichtigem Umschwenken des ProbengefaBes 
und einer 5 minuiigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Mischung mit 4 ml Puffer 
S3 (2,6 M KAc, pH 5,2) versetzt, gemischt und 20 min auf Eis gestellt. Nach 
Zentrifugation (SS34-Rotor, 17000 Umin ', 4 ^C, 30 min) wurde der Uberstand unter 
Verwendung von Nucleobond®AX100 Saulen (Macherey und NageL Duren) gereinigt. Das 
Saulenmaterial wurde mit 2 ml Puffer N2 (0.9 M KCl; 100 mM Tris-Phosphat, pH 6,3; 15 
% (v/v) Ethanol) aquilibriert und anschliefiend der Uberstand aufgetragen. Nach 
Auswaschung von Verunreinigungen mit 8 ml Puffer N3 (1,3 M KCl, pH 6.3) wurde die 
DNA mit 2 ml Puffer N5 (1,3 M KCL pH 8.0) eluiert. Aus dem Eluat wurde die DNA mit 
0,7-fachen Volumen Isopropanol gefallt, 2x mit eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen, 
in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 200 ^1 bidestilliertem Wasser aufgenommen. 
J) Die Sequenzierung der Plasmid-DNA (pNCO-BS-LuSy) v^rde nach der Kettenabbruch- 
methode von Sanger et al. (1971) mit markierten Terminatoren und Taq-DNA-Polymerase 
durchgefuhrt. Der Sequeiizieransatz enthielt 1 |j.g Plasmid-DNA aus I), 10 pmol Sequenzie- 
roligonukleotid Seq-1 (5' gtg age gga taa caa ttt cac aca g 3'), 10 fxl Terminator Premix™ 
(dNTP's, ddNTP's, markierte ddNTP's und Taq-DNA-Polymerase) von ABI (Weiterstadt) 
und wurde mit bidest. Wasser auf ein Endvolumen von 21 jxl aufgefiillt (lichtgeschutzt 
durchgefiihrt, da markierte ddNTP's lichtempfmdlich sind). Die Reaktion vmrde in einer 
GeneAmpPCR System 2400 Maschine von Perkin Elmer (Norwalk, Connecticut, USA) 
mit folgendem Programm durchgefiihrt: 

1 5 s/96 ''C (Denaturierung der DNA) 
1 5 s/50 "^C (.Annealing des Primers) 
4 min/72 "^C (Vermehnmg der DNA) 

Die Polymerasereaktion wurde 25 mal hintereinander durchgefuhrt. 
Nach der Polymerase-Reaktion wurden 80 ^il bidest. Wasser zum .Ansatz gegeben und 
zweimal mil je 100 |.il Phenol/Chloroform/ Amylalkohol-Mischung (25:24:1) von ABI 
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(Weiterstadt) ausgeschuttelt, wobei die schvverere,.rotlich gefarbte* Chloroform enthaltende 
Phase verworfen \vurde. Das Ausfallen der DNA erfolate mit 300 ul absolutem Ethanol in 
Anwesenheii von 10 yil einer 3 M Nairiximacetat-Losung. Die DNA wvirde anschlieBend 
durch Zentrifugation (Eppendorf-Rotor, 14000 Umin*', RT, 30 min) pelletiert, der Ruck- 
stand mil eiskaher 70 %iger Ethanol-Losung gewaschen und in der Vakuumzentrifuge ge- 
trocknet. Das trockene DNA-Pellet wurde in einer Mischung aus 1 |.d 50 mM EDTA, pH 
8,0 und 5 pil Formamid aufgenommen und zur Denaturierung der DNA 2 min auf 95 er- 
hitzt und danach sofon auf Eis gekuhlt. 1,5 ^il dieser Proben wurden dann auf ein 4.75 
%iges Polyacrylamid-Sequenziergel aufgetragen. Zur Erstellung des Sequenziergels 
wurden 13,3 ml UltraPureSequagel ' Sequencing-System-Konzentrat von National 
Diagnostics (Atlanta, Georgia, USA) mit 49,7 ml UltraPureSequagel Sequencing- 
System-Diluent vermischt und mit einer Spatelspitze von Amberlite MB-1 entionisiert. Die 
Suspension wurde anschlieBend filtriert (0,2 jim Filter) und 7 ml 
UltraPureSequagel^^^Sequencing-System-Puffer zugegeben. Nachdem 10 min unter 
Wasserstrahl-Vakuum entgast worden war, wurden 210 i-il einer 10 %igen 
Ammoniumperoxodisulfat-Losung und 25 \xl TEMED zugegeben und in einen 
vorbereiteten Geltrager gegossen. Die Auftrennung der markierten DNA-Fragmente 
erfolgte in TBE-Ptiffer (1 M Tris-Base, pH 8,3; 0,85 M Borsaure; 10 mM EDTA) in einem 
Zeitraum von 7 h auf einem Prism™377-DNA-Sequencer von Perkin-Elmer-ABI 
(Weiterstadt). 

K) Expressionsplasmide, die ein korrekt eingebautes Gen fur die Lumazinsynthase enthielten 
wurden anschliefiend in LB-AMP-Medium (10 g/1 Caseinhydrolysat; 5 g/I Hefeextrakt; 5 
g/1 NaCl; 150 mg/1 Ampicillin) kuitiviert. Anzuchten wurden in einem Volumen von 25 ml 
in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgefuhrt. Es wurde zunachst eine Ubemachtkultur (ca. 15 
ml) Zellen aus H), welche aus einer Einzelkolonie stammten, angeimpft. Die Hauptkultur 
wurde 1:50 (v/v) mit der Ubemachtkultur angeimpft. Das Wachstum von Flussigkiilturen 
wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo) gegen unbewachsenes Me- 
dium als NuUwert verfolgt. Die Expressionsstamme wurden bis zu einer ODeoo von 0 J an- 
gezogen und dann die Transkription des Lumazinsynthasegens mit IPTG (lsopropyI-{3-D- 
thiogalactopyranosid) in einer Konzentration von 2 mM induziert. Nach erfolgter Fermen- 
tation (nach Induktion vveitere 5 h) wurden die Zellen mirtels Zentrifugation (5000 Umin"' 
4 ^C, 15 min) geemtet. mit Saline gewaschen (20 % des Volumens der Hauptkultur; Saline: 
0.9 % NaCl-Ls2.) und bei -20 bis zu einer weiteren Verwenduns s^elaaert. 
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L) Der Aufschluli der Zellen aus K) erfolgte unier Verwendung einer Ultraschall-erzeugenden 
Apparatur (Branson-Sonifier B-12A. Branson SONIC Power Company. Dunbury. Con- 
necticut). Zum AufschluB wiirde das gewaschene Zellpellet in 800 AufschluBpuffer (50 
mM K-Phosphai, pH 7,0; 10 mM EDTA: 10 mM Na2S03; 0,3 miM PMSF; 0,02 % Na- 
triumazid) suspendien und 10 min auf Eis gekuhlt. Die Zellsuspension wurde darin 8 sec 
mit der Nadelsonde des Ultraschallgeraies bei Stufe 4,5 behandelt. AnschlieBend wurde die 
Suspension 5 min auf Eis gekuhlt und nochmals einer Ultraschallbehandlung unterzogen. 
Die Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert (Eppendorff-Zentrifuge; 15000 Umin* 
' 4 *^C, 15 min) und der Uberstand (Rohextrakt) zur weiteren Verarbeitung eingesetzt. 

M) Zur Uberpriifung der Expressionsrate bzw. der GroBe des monomeren Proteinstranges 
(Lumazinsynthase), wurde eine denaturierende Polyacrylamidelektrophorese nach Laemmli 
(1970) durchgefuhrt. RoutinemaBig woirden Gele mit 4 % Acrviamid im Sammelgel und 16 
% Acrylamid im Trenngel angefertigt (Acrylamidstammlpsung: 38,8 % (w/v) Acrylamid; 
1,2 % (w/v) N,N'-Methylenbisacr>'lamid). Die Rohextrakte aus L) wurden 1:2; 1:5 oder 
1:10 mit Protein-Auftragspuffer (20 % Glycerin; 4 % 2-Mercaptoethanol: 4 % (w/v) SDS; 
0,05 % Bromphenolblau) verdtinnt und 15 min auf siedendem Wasserbad gekocht. Nach 
dem Abkiihlen v^rden die verbliebenen unloslichen Bestandteile der Proben in einer 
Eppendorfzentrifuge pelletiert (15000 Umin"^ 5 min, 4 '^C) und 8 |j.1 des klaren 
Oberstandes auf das Sammelgel aufgetragen. Als Molekulargev/ichtsstandard diente Dalton 
Mark VII-L von Sigma (Deisenhofen) mit Proteinbanden bei 66, 44, 36, 29, 24, 20 und 14 
kDa (Im Folgenden als Markerproteine bezeichnetj. Die Elektrophorese wurde bei konstant 
20 mV je SDS-Gel durchgefuhrt. Die Anfarbung der Proteinbanden erfolgte anschlieBend 
unter Verwendung von Coomassie-Farbelosung (40 % Methanol; 10 % Essigsaure; 0,2 % 
(w/v) Coomassie Blue R 250). Zur Entfarbung des nicht mit Proteinmatrix versetzten 
Acrylamidgels wurde eine Coomassie-Entfarbelosung verwendet (40 % Methanol; 10 % 
Essigsaure (tech.); 50 % Wasser). Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-BS-LuSy 
konnte eine Proieinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 16 kDa beobachtet werden, 
die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-BS-LuSy-Expressionsplasmid nicht zu sehen 
war. Die beobachteie Bande entsprach einem Anteil von ca. 10 % bezogen auf alle 
loslichen Proteine (geschatzt). 

N) Die Uberpriifung der Funktionalitat der 6,7-Dimeihyl-8-ribityllumazinsYnthase erfolgte un- 
ter Verwendung der naturlichen Substrate (5'Amino-6-ribitylamino-2,4(lH,3H)-pyrimidin- 
dion und L-3.4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphai: Bacher et al.. 1997). Der Ansatz enthielt 
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100 mM K-Phosphai-Puffer pH 7,0. 4 mM EDTA. 0,6 mM 5-Amino-6-ribiTylamino- 
2,4(1 H,3H)-pyrimidindion (PYR; hergestellt durch kalalytische Hydrierung von 5-Nitro-6" 
ribitylaminO'-2,4(lH.3H)-pyrimidindion), 2 mM DTT, 1 mM L-3.4-Dihydroxy-2-butanon- 
4-phosphat (DHP) und Rohextrakt aus L). Die Mischung vviirde zuerst ohne PYR 3 min 
vorinkubien und die Enzymreaktion dann durch Zugabe von PYR gestartet. Der Testansatz 
wurde bei 37 ""C inkubierl. Von der Mischung v^airden nach unterschiedlichen 
Zeitintervallen (2, 5 und 10 min) Portionen entnommen, die Reaktion durch Zugabe von 
TCA (15 % in Wasser) abgestoppt und zentrifugiert (15000 Umin"', 5 min, RT). Die 
Auswertung erfolgte mittels HPLC an der reversen Phase Nucleosil lOCig (4 x 250 mm). 
Die Konzentration des gebildeten 6,7-DimethyI-8-ribitYllumazins wurde durch 
Fluoreszenzdetektion (Anregung: 407 nm; Emission: 487 nm) bestimmt. Der 
Elutionspuffer enihieit 7 % Methanol und 30 mM Ameisensaure. Als Standard diente 
chemisch synthetisienes 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin. Eine Einheit (1 U) 6.7-Dimethyl- 
8-ribityllumazinsynthase katalysiert bei 37 ""C die Bildung von 1 nmol 6,7-Dimethyl-8- 
ribityllumazin je Stunde. Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-BS-LuSy konnte eine 
Volumenaktivitat von ca. 15600 U/ml gemessen werden. Nach Bestimmung der 
Gesamtproteinkonzentration nach O) (13 mg/ml) konnte eine spezifische Aktivitat von ca. 
1200 U/me berechnet werden. 

O) Die Bestimmung des Proteins im Rohextrakt erfolgte nach einer Variante der Methode von 
Bradford (Read und Northcote, 1981; Compton und Jones, 1985). Das Farbstoffreagenz 
wurde durch AufPuUen von 0,1 g Serva Blue G, 100 mi 16 M Phosphorsaure und 47 ml 

P) Ethanol in Wasser gewonnen, filtriert und im Dunkeln bei 4 "^C aufbewahrt. Die 
Rohextrakte wurden mit einem Puffer, der 2,0 g Na2HP04, 0,6 g KH2PO4, 7,0 g NaCl und 
0,2 g Natriumazid pro Liter Wasser enthielt, 50-fach verdurmt. Zu 50 jal dieser Losung 
wurden 950 |il Reagenz gegeben und 15 min bei Raumiemperatur inkubiert. AjischlieBend 
wurde die Extinktion bei 595 nm gegen eine Leerprobe aus 50 jal Puffer auf 950 |ul 
Reagenz bestimmt. Fur jede Probe erfolgte eine Dreifachbestimmung. Die Ergebnisse 
wurden mittels einer mit BSA (Rinderserumalbumin) als Standard erhaltenen Eichgeraden 
in Proteinkonzenirationen umgerechnet. 

Q) Fur die Negativkontrastierung wurden Tragemetzchen verwendet. die mit Formvar/Kohle 
beschichtet waren. Diese wurden jeweils vor der Verwendung neu beglimmt (vgl. 
Standardprotokolle zur Durchfuhrung von Negativkontrastierung am 
Elektronenmikroskop). Etwa 10 Proteinlosung 1 mg/ml) wurden auf das Netzchen 
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gegeben. Der Teil. der nach 1 min noch nicht an das Tragermaterial adsorbiert war, wurde 
entfemt. AnschlieBend woirde die proieinhaltige Schichi mehrmals abwechseind mil 
Uranylacetatlosung (2 % in Wasser) und bidest. Wasser benetzt. Der ietzte Tropfen 
Uranylacetat wurde ca. 30 sec auf dem Praparat belassen. AbschlieBend wurde das 
Tragemetzchen mit Filterpapier geirocknet und in die Tragerapparatur des 
Elektronenmikroskops eingesetzt (Transmissions-Elektronenmikroskop JEM-IOOCX, JeoL 
Japan). Negativkontrastierungen zeigten hohle, spharische Partikel mit einem 
AuBendurchmesser von ca. 1 5 nm und einem Innendurchmesser von ca. 5 nm. 

R) Die Western-Blot Analyse wurde nach der Methode von Sambrook et al. (1989) durch- 
gefuhrt. Ausgehend von einem denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel (16 %) erfolgte die 
Ubertragung der denaturierten Proteine liber einen Zeitraum von 2 Stunden bei einer kon- 
stanten Stromstarke von 40 mA. Nach erfolgter Transformation der Proteine auf die Mem- 
brane, wurde diese kurz in Antikorper-Waschpuffer-A (20 miVl Tris, pH 7,4; 150 mM 
NaCl; 3 mM KCl; 0.05 % Tween 20) gewaschen und anschlieBend in Antikorper- 
Waschpuffer-B (mit 3 % Milchpuiver) 1 Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran 
iibemacht mit 1 0 ul Anti-sRFS (Kaninchen Rohserum mit polyklonalen Antikorpem gegen 
die Lumazinsynthase: 1:10 verdiinnt in 1 mg/1 BSA) in einem Gesamtvolumen von 5 ml 
Antikorper-Waschpuffer-C (mit 1 % Milchpuiver) geschwenkt. Nach der Inkubation wurde 
die Membran 3 x mit je 5 ml Antikorper-Waschpuffer-A gewaschen. Die gespiilte 
Membran vsairde anschliefiend 1 Stunde mit 20 |J.1 Anti-Kaninchen-IgG-HRP-Konjugat (in 
50 % Glycerin) in Antikorper-Waschpuffer-C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 
erfolgte die Detektion von Lumazinsynthase enthaltenden Banden via Zugabe von 3,3'- 
Diaminobenzidin (6 mg in 10 ml Antikorper-Waschpuffer-A) und 10 ]i\ 
Wasserstoffperoxid (30 %ig). Nach Entwicklung der Membran konnte die 
Lumazinsynthase bei einem Molekulargewicht von ca. 16,2 kDa detektiert werden. 

S) Die Reinigung der Lumazinsynthase aus dem Siamm XLl-pNCO-BS-LuSy erfolgte in 
zwei Schritten: Der Kultivierung der Escherichia coli Zellen erfolgte nach K), jedoch in 
einem Volumen von 1 1. Zum AufschiuB wurde das gewaschene Zellpellet in 32 ml 
AufschluBpuffer suspendiert und 1 0 min auf Eis gekiihlt. Die Zellsuspension wurde dann 
15 mal mit der Nadelsonde des Ultraschallgerates (Branson-Sonifier B-12A, Branson 
SONIC Power Company, Diinbury, Connecticut) bei Stufe 5 behandelt. AnschlieBend 
vsmrde die Suspension 5 min auf Eis gekiihlt. Der Vorgang wairde insgesamt 4 mal 
wiederholt. Die aufgeschlossenen Zellsuspension \vurde anschlieBend zentrifiigiert (Sorvall 
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SS34-Rotor; 15000 Umin"'; 4^C) und - der klare Uberstand auf eine 
Anionenaustauschersaule (DEAE-Cellulose DE52; 2 x 15 cm. Whatman Ltd., Maidstone, 
GB) aufgetragen. Die Saule wurde zunachst mit 100 ml Puffer A (50 mM K-Phosphat, 10 
mM EDTA, 1 0 mM Natriumsulfit. 0,02 % Natriumazid, pH 7,0) gespult und die 
Lumazinsvnthase anschlieBend unter Durchfiihrung eines Elutionsgradienten (1 01 ml bis 
200 ml 15 % Puffer B: 201 ml bis 500 ml 18 % Puffer B; 501 ml bis 650 ml 100 % Puffer 
B) unter Einbeziehung von Puffer B (IM K-Phosphat, 10 mM EDTA, 10 mM 
Natriumsulfit, 0,02 % Natriumazid, pH 7,0) eluiert (FluBrate: 1 ml/min). Die 
Lumazinsynthase konnte bei ca. 250 mM K-Phosphat eluiert werden. Die Fraktionen 
wurden anschlieBend nach N) auf Lumazinsynthaseaktivitat getestet. Aktive Fraktionen 
wurden vereinigt und gegen Puffer A in einem Verhaltnis 1:1000 dialysiert (18 h, 4 ""C). 
Das Dialysat wurde anschlieBend unter Verwendung einer Ultrazentrifiige konzentriert 
(Beckman LE 70 mit Festwinkelrotor 70Ti; 32000 Umin 18 h, 4 °C). Die zu ca. 75 % 
angereicherte konzentrierte Proteinlosung wurde auf eine mit Puffer A equilibrierte Gel- 
filtrationssaule (Sepharose-6B, 2 x 180 cm, Pharmacia Biotech, Freiburg) aufgetragen und 
mit Puffer A eluiert (FluBrate: 0,5 ml/min). Die Lumazinsynthase eluierte kurz nach der 
AusschluBgrenze. Die Fraktionen wurden anschlieBend nach N) auf 
Lumazinsynthaseaktivitat getestet und anschlieBend unter Verwendung einer 
Ultrazentrifiige konzentriert (Beckman LE 70 mit Festwinkelrotor 70Ti; 32000 Umin'\ 18 
h, 4 ""C). Die Reinheitsiiberprufung erfolgte nach M) (SDS-PAGE), wobei nur noch eine 
Proteinbande bei ca. 16 kDa zu beobachten war. Nach Bestimmung der enzymatischen 
Aktivitat nach N) und der Proteinkonzentration nach O) konnte eine spezifische Aktivitat 
von 12400 U/mg berechnet werden. Negativkontrastierungen nach P) zeigten hohle, 
spharische Partikel mit einem AuBendurchmesser von ca. 15 nm und einem 
Innendurchmesser von ca. 5 nm, 
T) Zur Oberpriifung der Quartarstruktur des gereinigten Proteins wurde eine native Elektro- 
phorese unter Verwendung von 3,5 %igen Polyacrylamidflachgelen durchgefuhrt. 5,7 ml 
Acrylamidstammlosung (38,8 % (w/v) Acrylamid; 1,2 % (w/v) N,N'-Methylenbisacryl- 
amid), 46 ml Gelpuffer (0,2 M Na-Phosphat, pH 7,2), 13 ml H20bidest, 300 jal Ammoium- 
peroxodisulfatlosung (10 % (w/v) in Wasser), 65 i^l TEMED CN,N,N\N'-Tetramethyl-' 
ethylendiamin) und 5 mg Bromphenolblau wurden gemischt und in einen GelgieBstand 
(Pharmacia Biotech, Freiburg) unter Verwendung einer Tragerfolie (GelBond® PAG Film. 
FMC Bioproducts, Rockland, ME. USA) gegossen und uber Nachi bei Raumtemperatur 
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polymerisien. Auf das Gel uiirden 20 ul Proteinldsung in einer Konzentration von 0,2-1 
mg/ml gegeben. Als Elektrodenpuffer wTjrde der Gelpuffer verwendel. Das Gel wurde bei 
konstanl 100 mA unier Temperaturkonirolle (10 °C) emwickelt. Die .Anfarbung bzvv, Ent- 
farbung erfolgie wie unier M) beschrieben. Die gereinigte Lumazinsynthase war als 
diskrete Bande auf dem nativen Gel zu sehen und zeigte dasselbe Laufverhalten wie eine 
aus Wildtyp Bacillus subtilis gereinigie Probe. 

U) Zur Uberprufting der Quanarstruktur bzw. der Beurteilung der sirukturellen Homo<>enitat 
der gereinigten Lumazinsynthase wurde eine Sedimentationsanalyse an der analytischen 
Ultrazentrifuge (Optima XLA mit Rotor AN60 Ti, Beckman Instruments, Munchen), 
durchgefuhrt (Laue et al., 1992). Zur Bestimmung der Sedimentationsgeschwindigkeit 
wurde die Lumazinsynthase bei 45000 Umin"^ zentrifugien. AUe 5 min wurde die radiale 
Absorptionsanderung bei 280 nm gemessen und damit der Sedimentationsveriauf des 
Proteins verfolgt. Rekombinante Lumazinsynthase sedimentiene als homogene, 
symmetrische Grenzschicht, d.h. bei der Probe handelte es sich um eine einzige 
Molekiilspezies. Aus dem zeitlichen Sedimentationsfortschritt wahrend der einzelnen 
Messungen wurde eine mittlere Sedimentationskonstante S20.W von 26,3 S bestimmt. 

V) Die genaue Bestimmung des nativen Molekulargewichts der Lumazinsynthase und die ent- 
giiltige Bestatigung des Aggregationsgrades erfolgte mit der analytischen Ultrazentrifuge 
nach der Sedimentaiionsgleichgewichtsmethode. Die radiusabhangige Konzentrations- 
messung erfolgte uber die Messung der Absorption bei 280 nm. Die Proben waren konzen- 
triertes Protein (nach Sepharose-6B), das auf SDS-Polyacrylamidgelen nur noch eine einzi- 
ge Bande (16,2 kDa) zeigte. Die Absorption der verwendeten Proben betrug etwa 0,3 bei 
280 nm. 150 |il Probe wurden in den Probensektor einer MeBzelle gegeben und mit 15 fil 
01 (Fluorochemical FC 43, Beckman) unterschichtet. Der Referenzsektor wurde mit 200 jiil 
Puffer A (siehe R)) befiillt. Die Enzymprobe wurde bei 3000 Umin"* und 4 ""C solange zen- 
trifugiert, bis sich das Gleichgewicht zwischen Zentrifugation imd Riickdiffusion 
eingestellt hatte. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software XLA-Data-Analysis 
(Teilprogramm Origin-single; Beckman Instruments). Das partielle spezifische Volumen 
des Proteins wurde naherungsweise nach Cohn und Edsall (1943) aus den partiellen 
spezifischen Volumina der Aminosauren und Addition einer Temperaturkorrektur 
errechnet. Fur die Lumazinsynthase wurde eine Molekulmasse von 925 kDa bei 4 °C 
erhalten und damit die Aggregation zu einem 60-mer bestatigt. 
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Beispiel 2 

Homologe Expression der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis ira Bacillus subtitis 
Stamm BR151-pBLl 

Im Vergleich zur heterologen Expression in Escherichia coli kann bei der homologen Expres- 
sion in Bacillus subtilis eine hohere Ausbeute an Lumazinsynthase erzielt werden. 

A) Analog Beispiel 1 A) - E), wobei anstelle des Oligonukleotids EcoRI-RBS-1 
Oligonukleotid EcoRI-RBS-2 (5' ata ata gaa ttc att aaa gag gag aaa tta act atg 3') 
verwendet wurde. 

B) Der Expressionsvektor p602/-CAT wurde analog Beispiel 1 F) verdauL Das entstandene 
DNA-Fragment mit einer Lange von 5269 bp wie unter Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt 
und zur Ligation eingesetzt. 

C) Die Ligation erfolgte analog Beispiel 1 G), wobei das Expressionsplasmid p602-BS-LuSy 
erhalten wurde. 

D) Die Transformation von Escherichia coli XLl-Zellen erfolgte analog Beispiel 1 H)Jedoch 
wurden anstelle LB-AMP-Platten, LB-KAN-Selektivagarplatten (21 g/1 Agar; 10 g/1 Ca- 
seinhydrolysat; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 g/1 NaCl; 15 mg/1 Kanamycin) verwendet, da der 
Vektor p602/-CAT uber eine Kanamycin-Resistenz anstelle der Ampiciiiin-Resistenz 
verfiigt. 

E) Die Isolierung der Expressionsplasmide erfolgte analog Beispiel 1 I), jedoch vmrden die 
Zellen auf LB-KAN-Flussigmedium (10 g/1 Caseinhydrolysat; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 g/1 
NaCl; 15 mg/1 Kanamycin) angezogen. 

F) Die Sequenzierung erfolgte analog Beispiel 1 J) jedoch mit Sequenzieroligonukleotid Seq- 
2 (5 ' gta taa tag att caa att gtg age gg 3 '). 

G) Die Kultivierung der Expressionsstamme erfolgte analog Beispiel 1 K), jedoch unter Ver- 
wendung von LB-KAN-Fliissigmedium. 

H) Der AufschluB der Zellen wurde analog Beispiel 1 L) durchgefiihrt. 

I) Die SDS-PoIyacr\'lamidgelelektrophorese des Escherichia coli Stammes XLl-p602-BS- 
LuSy (durchgefuhrt gemafi Beispiel 1 M)) zeigte eine diskrete Proteinbande bei ca. 1 6 kDa, 
die einer Express! onsrate von ca. 30 % bezogen auf die gesamte losliche Proteinfraktion 
entsprach. 

J) Die Oberprufiing der Funktionalitat gemaB Beispiel 1 N) und der Gesamtproteinkonzentra- 
tion gemaB Beispiel 1 O) ergab eine spezifische Aktivitat von ca. 3700 U/mg. 
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K) Die Herstellung elektrokompeienier Bacillus si4bnlis Zellen erfolgte nach einer modifizier- 
ten Vorschrift von Brigidi et al. (1989). 500 ml LB-ERY-Flussigmediuni (10 g/fCasein- 
hydrolysat; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 g/1 NaCl: 15 mg/'l Emhromycin) wurden 1:100 mit einer 
Bacillus siibtilis Zellen (BR151 [pBLl ]) enthaltenden Ubernachi-Kultur angeimpft und bei 
32 ""C bis zu einer optischen Dichte f578 run) von 0,6 bebruhtei. Zum Abstoppen des Zell- 
vvachstums wurden die Zellen 30 min auf Eis gestellt und anschlieBend zur Gewinnung der 
Zellmasse zentrifugierl fSorvall-GSA-Rotor, 2300 Umin \ 4 ^C, 15 min). Der Uberstand 
wurde verworfen, das Zellpellet mil 300 ml eiskaltem, sterilem 1 mM HEPES-Puffer (1 
mM (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-ethansulfonsaure in Wasser, pH 7,0) gewaschen und 
emeut zentrifugierl. Das Sedimenl wurde zweimal in je 200 ml PEB-Puffer (272 mM 
Saccharose; 1 mM MgCb; 7 mM K-Phosphat, pH 7,4) gewaschen und zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde abschlieBend in 16 ml PEB-Puffer suspendiert und auf Eis gekuhlt. 
Eiekiroporalionszelle und Zellenhalter wiarden 15 min auf Eis vorgekuhlt, 800 ^il 
Zellsuspension wurde in einem vorgekuhlten Eppendorf-Gefafi mit 500-1500 ng Plasmid- 
DNA (p602-BS-LuSy aus E)) vermischl und 10 min auf Eis inkubierl. Nach Uberfiihrung 
der inkubierten Suspension in die Elektroporationszelle (4 mm) wurde die Elektroporation 
bei 25 |.iF und 2,5 kV in einer Elektroporationsapparatur (Gene Pulse, BioRad, Munchen) 
durchgefiihrl. Anschliefiend wurde die Zellsuspension fur weiiere 10 min auf Eis inkubiert. 
Zur Expression des Phanotyps (Kanamycin-Resistenz) wurden die transformierten Zellen 
in 6 ml LB-ERY-Medium (s.o.) pipettiert und 2 h bei 32 bebruhtet. AnschlieBend 
wurden 25 ml LB-ERY-KAN-Medium (10 g/1 Caseinhydrolysat; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 g/I 
NaCl; 15 mg/1 Erythromycin; 15 mg/ml Kanamycin) mit 1 ml des Transformationsansatzes 
beimpft und fur 4-8 h bei 32 ''C im Schuttelinkubator bebruhtet. Parallel dazu wurden 
Portionen von 100 \x\, 200 \xi und 400 \x\ des Transformationsansatzes direkt auf LB-ERY- 
KAN-Selektivagarplatten (21 g/I Agar; 10 g/1 Caseinhydrolysat; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 g/1 
NaCl; 15 mg/1 Erythromycin; 15 mg/ml Kanamycin) ausplattiert. Portionen der 
Flussigkultur wurden nach 2, 4, 6 und 8 h auf LB-ERY-KAN-Platten ausplattiert. 
L) Die erhaltenen Bacillus subtilis Stamme BR151-pBLl-p602-BS-LuSy wurden unter Ver- 
wendung der Polymerase-Kettenreaktion auf Anwesenheit des Expressionsplasmides ge- 
testet. Zur Analytik der Transformanden wurden jevveils PCR-Ansatze (vgl. Beispiel 1 A) 
jedoch ohne Matrizen-DNA und entsprechend mehr Wasser) vorgelegt und darin unter 
Verwendung von sterilen Zahnstochem frisches Zellmaterial (von den erhaltenen 
Kolonien) suspendiert. Nach erfolgter Suspendierung vv^irde eine Kopie der jeweiligen 
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Transformande auf einer LB-ERY-FLAN-Selektivagarplatte angelegt. Bei alien getesteten 
Kolonien wurde ein DNA-Fragment mit einer Lange von 498 bp erhalten. 

M)Die Kultivierung der Zellen erfolgte auf LB-ERY-KAN-Flussigmedium (10 g/1 Casein- 
hydrolysat: 5 g/'l Hefeextrakt; 5 g/1 NaCl; 15 mg/1 Erythromycin; 15 mg/ml Kanamycin) ge- 
mafi Beispiel 1 K), jedoch vvurde die Fermentation bei 32 '^C durchgeftihrt und die 
Wachstumsphase nach Induktion mit IPTG betrug 1 8 h. 

N) Der Aufschluli der Zellen erfolgte analog Beispiel 1 L). 

O) Die Uberprufiing der Expressionsrate anhand einer SDS-Polyacrylamidgeleiektrophorese 

erfolgte analog Beispiel 1 M) und ergab eine Expressionsrate von ca. 40 -50 % bezogen auf 

die gesamte losliche Proteinfraktion. 
P) Die Uberpriifung der Funktionalitat bzw. der Proteinkonzentration wurde gemafi Beispiel 1 

N) und O) durchgefuhrt. Im Rohextrakt des Expressionsstammes BR151-pBLl-p602-BS- 

LuSy konnte eine spezifische Aktivitat von 4000 U/mg gemessen werden. 
Q) Die Durchfuhrung der Negativkontrastierung erfolgte nach Beispiel 1 P), wobei hohle, 

spharische Partikel mit einem AuBendurchmesser von ca, 15 nm und einem Innendurch- 

messer von ca. 5 nm zu beobachten waren. 
R) Die Western-Blot- Analyse wurde nach Beispiel 1 Q) durchgefuhrt und ergab ein vergleich- 

bares Ergebnis. 

S) Da die Expressionsrate im verwendeten Bacillus subtilis Stamm BR151~pBLl-p602-BS- 
LuSy deutlich hoher lag als im Escherichia coli Stamm XLl-pNCO-BS~LuSy konnte die 
Reinigung mit einer einzigen Saule (Sepharose-6B, 2 x 180 cm. Pharmacia Biotech, Frei- 
burg) durchgefuhrt werden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach M), jedoch in einem 
Volumen von 11. Der AufschluB erfolgte nach Beispiel 1 R) in 32 ml AufschluBpuffer, je- 
doch wurden dem AufschluBpuffer 30 mg Lysozym zugesetzt. Es erfolgte zunachst eine In- 
kubation der Zellsuspension (37 ""C, 60 min) an die sich der Ultraschall-AufschluB gemaB 
Beispiel 1 R) anschloB. Die aufgeschlossenen Zellsuspension v^rde anschlieBend zentrifli- 
giert (Sorvall SS34-Rotor; 15000 Umin ^ 4''C), filtriert (Porenweite 0,22 |.im) und der klare 
Uberstand auf eine mit Puffer A (gemaB Beispiel 1 R)) equilibrierte Gelfiltrationssaule auf- 
getragen und mit Puffer A eluiert (FluBrate: 0,5 ml/min). Die Lumazinsynthase wurde vom 
Saulenmaterial nicht retardiert. Die Fraktionen wurden anschlieBend nach Beispiel 1 N) auf 
Lumazinsynthaseaktivitat getestet und anschlieBend unter Verwendung einer Ultrazentri- 
flige konzentriert (Beckman LE 70 mit Festwinkelrotor 70Ti; 32000 Umin ^ 18 h, 4 ""C). 
Die Reinheitsilberprufimg erfolgte nach Beispiel 1 M) (SDS-PAGE), wobei nur eine Pro- 
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leinbandc bei ca. 16 kDa zu beobachien war. Nach Bestimmung der enzymatischen Aktivi- 
tat und der Proieinkonzentralion (gemaB Beispiel 1 N) und O)) konnte eine spezifische Ak- 
tivital von 12400 U/mg berechnet werden. Negativkontrastierungen igemafl Beispiel 1 P)) 
zeigten hohle, spharische Panikel mil einem Auflendurchmesser von ca. 1 5 nm und einem 
Innendurchmesser von ca. 5 nm. 
T) Die Uberpriifung der Quartarsiruktur der gereinigten Lumazinsynthase erfolgte gemaU Bei- 
spiel 1 S) bis U) und ergab ein vergleichbares Ergebnis. 

Beispiel 3 

Ersatz der Aminosaure Cystein an der Positionen 93 durch die Aminosaure Serin in der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

A) Das Gen fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis vvurde mit den Oligonukleotiden 
PNC0-M2 (5' aga tat ttt cat taa aga gga gaa 3'), welches am 3'-Ende an einen Teil der ri- 
bosomaien Bindungsstelle bindet und am 5 '-Ende einen nicht bindenden Sequenzabschnitt 
zur Deletion der vektoriellen EcoRJ-Schnittstelle endiait und RibH-3 (5' tat tat gga tec tta 
ttc aaa tga gcg gtt taa att tg 3 ') aus dem Plasmid pNCO-BS-LuSy (Beispiel 1 ) amplifiziert. 
10 (il PCR-Puffer 

6^1 Mg^~[L5 mM] 

8^1 dNTP's jje 200 [xM] 

1 111 PNCO-M2 [0,5 \iM\ 

1 \x\ RibH-3 [0,5 ^M) 

1 \x\ pNCO-BS-LuSy [10 ng] 

1 \x\ Goldstar-Taq-Polymerase [0,5 U] (Eurogentec, Seraing, Belgien) 
72 \x\ H20bidcsi 



Der Ansatz vvurde im Thermocycler (Gene.Amp"^ PGR System 2400; Perkin Elmer) 
bei folgenden Bedingungen durchgeftihrt: 1 . 5,0 min 95 °C 

2. Op min 94 

3. 0,5 min 50 

4. 0,5 min 72 °C 

5. 7,0 min 72 

6. abkuhlen auf 4 ''C 

Die Schritte 2. - 4. wurden 20 x wiederholt. 
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B) Der PCR-Ansatz \\airde gemaB Beispiel 1 B) gereinigt, wobei ein Fragment mit 505 bp er- 
halten wurde. 

C) Ein Teil des Gens fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wurde mit den Oligo- 
nukleotiden PNCO-Ml (5' gtg age gga taa caa ttt cac aca g 3 ). welches im Bereich der 
EcoRI-Schnittstelle im Expressionsvektor bindet und diese Erkermungssequenz unberiihrt 
laBt und C93S (5' gca get tea ttc gaci aca taa teg taa tg 3')r welches die Mutation und die 
Schnittsteile BstBI (aminosaurenkonservativ) zur Detektion der Mutation einfuhrt, aus dem 
Plasmid pNCO-BS-LuSy (Beispiel 1) amplifiziert. Die Durchfiihrung der PGR und die 
Reinigung des Fragmentes (256 bp) erfolgte analog A) und B). 

D) Verlangerung des DNA-Fragmentes (256 bp) aus G) durch Kombination mit DNA-Frag- 
ment (505 bp, reprasentiert die gesamte Genlange) aus B) und Durchfuhrung einer PGR. 
Bei diesem PCR-Ansatz dienen die eingesetzten PCR-Fragmente aus B) und G) selbst als 
Primer fur die Polymerasereaktion. Um eine effiziente Verlangerung zu erreichen wurden 
beide Fragmente in aquimolaren Mengen (je 500 fmol) eingesetzt. 



10 |al Puffer 

6^1 Mg^^[l,5mM] 

8 ^xldNTP's [je200|.iM] 

1 \x\ DNA-Fragment aus B) (500 fmol) 

1 \x\ DNA-Fragment aus G) (500 fmol) 

1 Goldstar-Taq-Polymerase [0,5 U] 
73 ^il HaObidesi 

Der Ansatz wurde im Tliermocycler (GeneAmp® PGR System 2400; Perkin Elmer) 
bei folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 1. 5,0 min 95 ^'C 



2. 



0.5 min 94 ^C 



4. 



0,5 min 65 ^G 
0,5 min 72 ^C 
7,0 min 72 ""C 



6. 



abkiihlen auf 4 °G 



Die Schritte 2. - 4. 



wurden 20 x wiederholt. 
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E) Eine ungereinigie Poilion des PCR-Ansaizes aus D) dienie als DNA-Matrize fiir einen 
PCR-Ansatz mil der Primerkombinaiion PNCO-.Vll/RibH-3 . Der PCR-Ansatz wurde ge- 
mafi A) durchgeftihrl. wobei jedoch die PCR-Scliritte 25 x vviederholt wurden. 

F) Der PCR-Ansatz vvurde gemaB Beispiel 1 B) gereinigt, wobei ein Fragment mit 528 bp er- 
halten vvurde. 

G) Die Weiterverarbeitung erfolgte gemaB Beispiel 1 E) bis I). Die eingefiihrte Mutation 
wurde durch Verdau des Plasmids pNCO-BS-LuSy-C93S mil der 
Restriktionsendonuklease BstBI (TT*CGAA) diagnostizien (Fragmente mit 3698 bp und 
181 bp). 

H) Die Sequenzierung erfolgte gemaB Beispiel 1 J). 

I) Proteinchemische Arbeiten wurden gemaB Beispiel 1 K) bis S) durchgefuhrt, wobei kein 
signifikanter Unterschied zur Wildtyp-Lumazinsynthase erkennbar wurde. 

Beispiel 4 

Ersatz der Aminosiiure Cystein an der Positionen 139 durch die Aminosaure Serin in 
der Lumazinsynthase aus Bacillus siibtilis 

A) Das Gen fur die Lumazinsynthase aus Bacillus siibtilis wurde analog Beispiel 3 A) mit den 
Oligonukleotiden PNCO-M2 und RibH-3 aus dem Plasmid pNCO-BS-LuSy (Beispiel 1) 
amplifiziert und gereinigt. 

B) Ein Teil des Gens fiir die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wurde analog Beispiel 3 
B) mit den Oligonukleotiden PNCO-Ml und C139S (5' ggc aga aac age tga ate tac acc ttt 
gtt g 3'), welches die Mutation und die Schninstelle PvuII (aminosaurenkonservativ) zur 
Detektion der Mutation einftihrt, aus dem Plasmid pNCO-BS-LuSy (Beispiel 1) 
araphfiziert. Die Durchfuhrung der PGR und die Reinigung des Fragmentes (394 bp) 
erfolgte analog Beispiel 3 A) und B). 

C) Das weitere molekularbiologische Vorgehen entsprach Beispiel 3 D) bis H). Die 
eingefuhrte Mutation wurde durch Verdau des Plasmids pNCO-BS-LuSy-C139S mit der 
Restriktionsendonuklease Pvull (CAG^CTG) diagnostiziert (Fragmente mit 3539 bp und 
340 bp). 

D) Das weitere biochemische Vorgehen entsprach Beispiel 1 K) bis S) wobei kein 
signifikanter Unterschied zur Wildtyp-Lumazinsynthase erkennbar wurde. 

Beispiel 5 
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Ersatz der Aminosiiure Cystein an den Positionen 93 und 139 durch die Aminosaure 
Serin in der Lumazinsynthase aus Bacillus siibtilis 

A) Der Hersteilung der Doppelmutante pNCO-BS-LuSy-C93/I39S erfolgte analog zu Beispiel 
4, jedoch wurde als DNA-Matrize das Plasmid pNCO-BS-LuSy-C93S verwendet. 

B) Nach erfolgter biochemischer Charakterisierung (gemaB Beispiel 1 K) bis S)) konnte kein 
. signifikanter Unterschied zum Wildtyp-Enz\'m festgestellt vverden. 

Konstruktion von Expressionsvektoren zur N-terminalen und C-terminalen Fusion von 
Fremdproteinen an die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

Die folgenden Beispiele beschreiben die Hersteilung von Escherichia coli 
Expressionsvektoren zur Fusion von Genen oder synthetisch hergestellter DNA-Fragmenten 
an das 5'-Ende bzw. an das 3'-Ende des Gens fiir die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. 
Die Vektoren enthalten die erfindungsgemaB bevorzugten Vektorelemente, wie Promotor aus 
dem Bakteriophagen T5, eine lac-Operatorsequenz, einen Ampicillinresistenzmarker und 
einen zu Escherichia coli kompatiblen Replikationsursprung. 

Beispiel 6 

Vektor zur Fusion von Fremd-DNA an das 5'-Ende des Gens fiir die Lumazinsynthase 
aus Bacillus subtilis 

A) Das Gen fiir die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wurde mit den Oligonukleotiden 
Nl (5' act atg gcg gcg gcg cgt age tgc gcg gcc gel atg aat ate ata caa gga aat tta g 3'), wel- 
ches eine Notl-Schnittstelle urunittelbar vor dem Startcodon erzeugt und RibH-4 (3' tat tat 
gga tec aaa tta ttc aaa tga gcg gtt taa att tg 3') aus dem Plasmid pRF2 (siehe Beispiel 1) 
amplifiziert. Die PGR .wurde analog Beispiel 1 A) durchgeftihrt. 

B) Die Reinigung erfolgte analog Beispiel I B), wobei ein DNA-Fragment mit 513 bp 
erhalten vmrde. 

r 

C) 10 ng der isolierten DNA aus B) dienten anschlieBend als Matrize fiir eine 2. PGR mit den 
Oligonukleotiden N2 (5' ata ata gaa ttc att aaa gag gag aaa tta act atg gcg gcg gcg cgt age 
tgc 3'), welches in 5'-Richtung eine ribosomale Bindungsstelle und eine 
Erkennungssequenz fur die Endonuklease EcoRI einfiihrt, und RibH-4 . 

D) Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog Beispiel 1 B), E) bis J). Es wird das Plasmid 
pNCO-N-BS-LuSy erhalten. 
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Beispiel 7 

Vektor zur Fusion von Fremd-DNA an das 3'-Ende des Gens fur die Lumazinsynthase 
aus Bacillus subtilis 

A) Das Gen fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wxirde mil den Oligonukleotiden 
EcoRJ^RBS-2 (vgl. Beispiel 2 A)) und C2 (5' ttl teg gga tec ttt taa act gn igc ggc cgc taa tic 
aaa tga gcg gtt taa an tg 3'), welches eine Notl-Schninstelle hinter dem letzien kodierenden 
Basentriplett des Gens fur die Lumazinsynthase und in 3'-Richtung eine BamHI- 
Schniitstelle im Abstand von 13 Nukleoiiden einfulirt, aus dem Plasmid pNCO-BS-LuSy 
(vgl. Beispiel 1) ampiifiziert. Das ehemalige Stopcodon des Lumazinsynthase-Gens wird 
durch das fur die Aminosaure Leucin kodierende Basentriplett TTA ersetzt. 

B) Die v^eitere Vorgehensweise erfolgte analog Beispiel 1 B), E) bis J). Es wird das Plasmid 
pNCO-C-BS-LuSy erhalten. 

Fusion von voiistandigen Proteinen an den N-Terminus bz>v. an den C-Terminus der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

Die folgenden Beispiele beschreiben die Fusion eines intakten voiistandigen Gens an das 5'- 
Ende bzw. an das 3 '-Ende des Gens fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. Die Bei- 
spiele illustrieren die Durchfiihrbarkeit der Fusion von voiistandigen, biologisch aktiven Pro- 
teinen an den N-Terminus als auch an den C-Terminus der ikosaedrischen Lumazinsynthase 
aus Bacillus subtilis. 



Beispiel 8 

Fusion der Dihydrofolatreduktase aus Escherichia coli an den N-Terminus der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

A) Das Gen fur die Dihydrofolatreduktase (DHFR) wTirde mittels PGR aus isolierter chromo- 
somaler-DNA (Escherichia coli RR28) unter Verwendung der Oligonukleoiide EC-DHFR- 
i (5' gag gag aaa na act atg ate agt ctg an gcg g 3 ), welches am 3 '-Ende zum 5 '-Ende des 
DHFR-Gens komplementar ist und am 5 -Ende fur einen Teil einer optimierten 
ribosomalen Bindungsstelle kodiert. und EC-DHFR-2 (5' eta gcc gta aat tct ata gcg gcc gca 
cgc cgc tec aga ate 3'). welches am 3 -Ende zum Gen der DHFR komplementar ist und 
unmittelbar hinter dem letzten codierenden Basentriplett eine Erkennungssequenz ftir die 
Endonuklease Notl einfuhrt, amplifiziea. Die Durchfiihrung der PGR erfolgte analog 
Beispiel 1 A), wobei ca. 50 ng chromosomale DNA eingesetzt wurde. 
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B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte gemaB Beispiel 1 B), vvobei ein DNA-Fragment 
mil einer Lange von 513 bp erhalten vvurde. 

C) Die Durchfiihrung einer zweilen PCR erfolgte analog Beispiel 1 C). vvobei jedoch die Oli- 
gonukleotid-Kombination BS-Mfel (5' ata ata caa ng att aaa gag gag aaa tta act atg 3'), 
welches die ribosomale Bindungsstelle vervollstandigt und unmittelbar vor der 
ribosomalen Bindungsstelle eine Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonukiease 
Mfel in das DNA-Fragment einfuhrt, und EC'DHFR-2 verwendet vvurde. 

D) Der PCR-Ansatz wurde wie unter Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt. wobei ein Fragment 
mit einer Lange von 531 bp erhalten wurde. 

E) Das isolierte DNA-Fragment wiarde mit den Restriktionsendonukleasen Mfel verdaut. 

30,0 jal Fragment aus der 2. PCR 
5,0 ^il Mfel [50 U] 

10,0 p-l Puffer 4 (lO x; 50 mM K-Acelai. 20 mM Tris-Acetat. 10 mM Mg-Acctat. ! mM Dithiothreitol, pH 
7,9) 

55,0 1^1 HiObidesi 

Das Restrikiionsenzym wurde von der Firma New England Biolabs (Schwalbach) be- 
zogen. Der Ansatz wurde 1 50 min bei 37 inkubiert und wie unter Beispiel 1 B) 
beschrieben gereinigt und zum Verdau mit der Restriktionsendonukiease NotI einge- 
setzt. 

F) Das gereinigte DKA-Fragment aus E) woirde mit der Restriktionsendonukiease NotI ver- 
daut. 

30,0 ^il Fragment aus E) 
5,0 i^il NotI [50 U] 

10,0 ]X\ Puffer 3 (lO x: lOO mM NaCI. 50 mM Tris-HCl. 10 mM MgCI., 1 mM DithiolhreitoK pH 7.9) 
55,0 |.ll H20bidest 

Das Restrikiionsenzym wurde von der Firma New England Biolabs (Schwalbach) be- 
zogen. Der Ansatz wurde 1 50 min bei 37 "^C inkubiert und wie unter Beispiel 1 B) 
beschrieben gereinigt und zur Ligation eingesetzt. 

G) 5 p.g des Expressionsvekiors pNCO-N-BS-LuSy in einem Volumen von 30 ul wurden zu- 
nachst mit der Restriktionsendonukiease NotI analog F) verdaut und gemafi Beispiel 1 B) 



geremigt. 



H) Das Vektorfragment aus G) vvwde anschlieliend mit der Restriktionsendonukiease EcoRI 
verdaut. 
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30,0 Vektor-Fragmeni aus G 
2,5 ^ilEcoRJ [62,5 U] 

20.0 \Ji\ OPAL" i 10 x: 500 rtiiVI K-Aceiai. 100 m.VI iMs-Aceiat. 100 mM Tris-Aceiai pH 7,5) 
47,5 ^1 H20b,«st 

Der Ansatz wurde ebenfalls 150 min bei 3T^C inkubiert und das enrstanden DNA- 
Fragment mil einer Lange von 3863 bp wie unler Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt 
und zur Ligation eingesetzt. 
I) Das weitere Vorgehen erfolgte gemaB Beispiel 1 G) bis L). 

J) Die SDS-Polyacr>lamidgeleIektrophorese wiirde gemaB Beispiel 1 M) durchgefuhrt. Im 
Rohextrakt des Stammes XLI-pNCO-EC-DHFR-BS-LuSy komite eine Proteinbande mit 
einem Molekulargewicht von ca. 34,5 kDa beobachtet werden, die in einem Vergleichs- 
stamm ohne pNCO-EC-DHFR-BS-LuSy-Expressionsplasmid nicht zu sehen war. Die be- 
obachtete Bande emsprach einem Anteil von ca. 40-50 % bezogen auf alle loslichen Pro- 
teine (geschatzt). 

K) Die Uberprufung der Fiinktipnalitat der 6.7-Dimethyl-8-ribityIlumazins>Tithase erfolgte ge- 
maB Beispiel 1 N) in Verbindung mit O). Im Rohextrakt konnte kein signifikanter Unter- 
schied zu einer nicht-derivatisierten Wildt>'p-Lumazinsynthase beobachtet werden. 

L) Die Reinigung erfolgte gemaB Beispiel 2 S) an einer Sepharose-6B-Gelfiltrationssaule, wo- 
bei die Konzentrierung der Proteinfraktionen bei 28000 Umin*' durchgeftihrt wurde. Nega- 
tivkontrastierung gemaB Beispiel 1 P) zeigten hohle, spharische Partikel mit einem AuBen- 
durchmesser von ca. 20 nm und einem Innendurchmesser von ca. 5 nm. 

M) Die Uberprufung der Quartarstruktur erfolgte gemaB Beispiel 1 S). Im Vergieich zur Wild- 
typ-Lumazinsynthase konnte ein deutlicher Unterschied in der 
Wanderungsgeschwindigkeit (EC-DHFR-BS-LuSy wanderte deutlich langsamer, bildete 
aber auch eine diskrete Bande) beobachtet werden. 

Beispiel 9 

Fusion des 'Maltose-bindenden-Proteins' aus Escherichia coli an den xN -Terminus der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

A) Das Gen fur das ..Maltose-bindene-Protein'' (MBP) wurde mittels PGR aus dem Plasmid 
pMAL-C2 (New England Biolabs, Schwalbach) unter Verwendung der Oligonukleotide 
MALE-1 (5' gag gag aaa tta act atg aaa ate gaa gaa ggi aaa c 3 ), welches am 3'-Ende zum 
5'-Ende des MBP-Gens komplementar ist und am 5'-Ende flir einen Teil einer optimienen 
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ribosomalen Bindungsstelle kodiert, und .MALE-2 (5' gca ggt cga etc tag egg ccg cga att 
ctg 3'), welches am 3'-Ende zum Gen des MBP komplemenlar isi und unmittelbar hinter 
dem letzten codierenden Baseniriplett eine Erkennungssequenz fiir die Endonuklease NofI 
einfuhrt, amplifiziert. Die Durchfuhrung der PGR erfolgte analog Beispiel 1 A), wobei ca. 
1 0 ng Plasmid-DNA eingesetzt wiirde. 

B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte gemaB Beispiel 1 B). wobei ein DNA-Fragment 
mil einer Lange von 1210 bp erhalten wurde. 

G) Die Durchfiihrung einer zweiten PGR erfolgte analog Beispiel 1 G), wobei jedoch die Oli- 
gonukleotid-Kombination BS-Mfel (5' ata ata caa ttg att aaa gag gag aaa tta act atg 3'), 
welches die ribosomale Bindungsstelle vervolistandigt und unmittelbar vor der 
ribosomalen Bindungsstelle eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease 
Mfel in das DNA-Fragment einfuhrt, und MALE-2 verwendet wwde. 

D) Der PGR-Ansatz wurde wie unter Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt, wobei ein Fragment 
mit einer Lange von 1227 bp erhalten wurde. 

E) Das weitere Vorgehen erfolgte gemafi Beispiel 8 E) bis I). 

F) Die SDS-Polyacrylamidgeleiektrophorese vsoirde gemaB Beispiel 1 M) durchgefuhrt, Im 
Rohextrakt des Stammes XLl-pNGO-EC-MBP-BS-LuSy kormte eine Proteinbande mit 
einem Molekulargewicht von ca. 59,5 kDa beobachtet werden, die in einem Vergleichs- 
stamm ohne pNCO-EG-MBP-BS-LuSy-Expressionsplasmid nicht zu sehen war. Die be- 
obachtete Bande entsprach einem Anteil von ca. 50 % bezogen auf alle loslichen Proteine 
(geschatzt). 

G) Die Uberpriifiing der Funktionalitat der 6,7-Dimethyl-8-ribitylIumazinsynthase erfolgte ge- 
maB Beispiel 1 N) in Verbindung mit O). Im Rohextrakt konnte kein signifikanter Unter- 
schied zu einer nicht-derivatisierten Wildtyp-Lumazinsynthase beobachtet werden. . 

H) Die Reinigung erfolgte gemaB Beispiel 2 S) an einer Sepharose-6B-Gelfiltrationssaule, 
wobei die Konzentrierung der Proteinfraktionen bei 28000 Umin** durchgefiihrt vsoirde. 
Negativkontrastiening gemaB Beispiel 1 P) zeigten hohle, spharische Partikel mit einem 
AuBendurchmesser von ca. 25 nm und einem Innendurchmesser von ca. 5 nm. 

I) Die Uberpriifting der Quartarstruktur erfolgte gemaB Beispiel 1 S). Im Vergleich zur BS- 
LuSy und EC-DHFR-BS-LuSy konnte ein deutlicher Unterschied in der Wanderunes- 
geschwindigkeit (EC-MBP-BS-LuSy wanderte deutlich langsamer als BS-LuSy und EG- 
DHFR-BS-LuSy. bildete aber auch eine diskrete Bande) beobachtet werden. 
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Beispiel 10 

Fusion der Dihydrofolatrcduktase aus Escherichia colt an den C-Terminus der 
Lumazinsvnthase aus Bacillus subiilis 

mf 

A) Das Gen fur die Dihydrofolatrcduktase i DHFR) vvurde mitiels PGR aus isoliener chromo- 
somaler-DNA (Escherichia coli flR28) unter Verwenduns der Oliaonukleotide Oliao- 
nukleotidc EG-FolA-l (5' ata gtg gcg aca aig egg ccg ctg gtg gag gcg gaa tga tea gtc tga ttg 
egg eg 3'), welches am 3'-Ende zum 5'-Ende des DHFR-Gens komplementar ist und am 
5'-Ende unmittelbar vor dem Startcodon des DHFR-Gens eine Erkennungssequenz fur die 
Restriktionscndonuklease NotI einfiihrt und EC-FolA-2 (5' ttc tat gga tec tta ccg ccg etc 
cag aat c 3'), welches am 3'-Ende zum Gen der DHFR komplementar ist und unmittelbar 
hinter dem Stopcodon eine Erkennungssequenz fur die Endonuklease BamHI einftihrt, 
amplifiziert. Die Durchfuhrung der PGR erfolgte analog Beispiel 1 A), wobei ca. 50 ng 

chromosomale DNA einsesetzt wurde. 

- t_> 

B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment 
mit einer Lange von 524 bp erhalten wurde. 

C) Das isolierte DNA-Fragment wurde mit der Restriktionsendonukleasen BamHI ^^evdaxxl. 

30,0 Fragment aus der 2. PGR 

3,0 1^1 BamHI [60 U] 
20,0 1^1 OPAU(lOx) 
47,0 yil H.Obidest 

Das Restrikiionsenzym vvurde von der Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen. Der 
Ansatz wurde 150 min bei 37 ""G inkubiert und wie unter Beispiel 1 B) beschrieben 
gereinigt und zum Verdau mit der Restriktionscndonuklease NotI eingesetzt. 

D) Das gereinigte DNA-Fragment aus G) wurde mit der Restriktionscndonuklease NotI gemaB 
Beispiel 8 F) verdaut und wie unter Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt und zur Ligation 
eingesetzt. 

E) 5 |ig des Expressionsvektors pNGO-G-BS-LuSy in einem Volumen von 30 |al wurden zu- 
nachst gemaB G) und D) verdaut, wobei ein Fragment mit einer Lange von 3880 bp ent- 
standen ist, gemaB Beispiel 1 B) gereinigt. und zur Ligation eingesetzt. 

I) Das weitere Vorgehen erfolgte gemaB Beispiel 1 G) bis L). 

J) Die SDS-Polyacrvlamidgelelektrophorese vmrde gemaB Beispiel 1 M) durchgefiihrt. Im 
Rohextrakt des Stammes XLl-pNGO-BS-LuSy-EG-DHFR konnie eine Proteinbande mit 
einem Molekulargewicht von ca. 34,8 kDa beobachtet werden. die in einem Ver- 
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gleichsstamm oline pNCO-BS-LuSy-EC-DHFR-Expressionsplasmid nichi zu sehen war. 
Die beobachtete Bande enisprach einem Anteil von ca. 25 % bezogen auf alle loslichen 
Proteine (geschatzt). 

K) Die Uberprtlfung der Funktionalitat der 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazinsynrhase erfolgle ge- 
maB Beispiel 1 N) in Verbindung mit O). Im Rohextrakt konnte kein signifikanter Unier- 
schied zu einer nicht-derivaiisierten Wildt\*p-Lumazinsynthase beobachtet werden. 

L) Die Uberpriifung der Quartarstruktur erfolgte gemafi Beispiel 1 S). Im Vergleich zur Wild- 
typ-Lumazinsynthase konnte ein deutlicher Unterschied in der 
Wanderungsgeschwindigkeil (EC-DHFR-BS-LuSy wanderte deutlich langsamer, bildete 
aber auch cine diskrete Bande) beobachtet werden. 

Kopplung eines 17 Aminosauren langen Epitops des VP2 Oberflachenproteins eines 
Saugetiervirus an den N-Terminus, an den C-Terminus und an beide Termini der Lu- 
mazinsynthase aus Bacillus subtilis 

Die folgenden Beispiele beschreiben die Fusion von kurzen Peptiden an beide Termini der 
ikosaedrischen Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis unter Erhait der spharischen Struktur. 
Durch die gleichzeitige Belegung beider Termini wird eine 120-fache Belegung der 
Oberflache des Ikosaeders ermogiicht. 

Das 1 7 Aminosauren lange Peptid zahlt zu den hochkonservierten Bereichen des VP2 Ober- 
flachenproteins von verschiedenen tierischen Virusarten, wie z.B. des 'Mink enteritis Virus', 
des 'Feline panleukopeniavirus' oder des 'Canine Parvovirus'. 

Beispiel 1 1 

Fusion der VP2-Domane an den N-Terminus der Lumazinsynthase 

A) Das Gen fiir die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wurde zunachst mit den Oligo- 
nukleotiden N-VP2>1 (5' ggt cag ccg get gtt cgt aac gaa cgt atg aat ate ata caa gga aat tta gtt 
ggt ac 3'), welches an seinem 3'-Ende komplemetar zum 5'-Ende des Lumazinsynthase- 
gens und am 3'-Ende fiir einen Teil der VP2-Domane kodiert und RibH-3 (siehe Beispiel 3 
A)) aus dem Plasmid pRF2 (siehe Beispiel 1 A)) ampiifiziert. Die Durchfuhrung der PCR 
erfolgte gemaB Beispiel 1 A). 

B) Der PCR-Ansatz wurde gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragmeni mit einer Lange 
von 504 bp erhalten wurde, gereinigt und als DNA-Matrize fiir eine 2. PCR eingesetzt. 
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C) Die Durchfuhrung der 2, PCR erfolgie analog • Beispiel 1 C), wobei jedoch die 
Oligonukleotid-Kombinaiion N-VP2-2 (5* gag gag aaa tta act aig ggg gac ggt get gtt cag 
ccg gac ggt ggt cag ccg get gtt cgi aac gaa eg 3'). welches an seinem 3'-Ende 
komplementar zu dem schon eingefuhnen Teil der VP2-Domane isi, die VP2-Domane 
vervollstandigt, ein ATG-Startcodon und einen Teil einer optimierten ribosomalen 
Bindungsstelle unmittelbar vor der VP2-Sequenz einfuhrt, und RibH-3 verwendet wurden. 

D) Der PCR-Ansatz aus C) wurde analog Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment mit einer 
Lange von 549 bp erhalten wurde, gereinigi und als DNA-Matrize fiir eine 3. PCR einge- 
setzt. 

E) Die Durchfuhrung der 3. PCR erfolgte analog Beispiel 1 C), jedoch mit den 
Oligonukleotiden EcoRJ>RBS-2 (siehe Beispiel 2 A)) und RibH>3 . 

F) Der PCR-Ansatz aus E) wurde analog Beispiel 1 B) eereinict und ein DNA-Frasment mit 
einer Lange von 567 bp erhalten. 

G) Die weitere Verarbeitung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis L), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm XL\'pNCO'N-VP2'BS'LuSy erhalten wurde. 

H) Die Uberprufung der Expressionsrate bzw. der GroBe des monomeren Proteinstranges 
wurde analog Beispiel 1 M) durchgefuhrt. Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-N- 
VP2-BS-LuSy konnie eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 1 8,2 kDa be- 
obachtet werden, die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-N-VP2-BS-LuSy-Expres- 
sionsplasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil von ca. 

I) 10 % bezogen auf alle loslichen Proteine (geschatzt). 

J) Nach Uberprufung der Funktionalitat gemafi Beispiel 1 N) bis Q) konnte kein signifikanter 
Unterschied zum Wildtyp-Enzym beobachtet werden. 

Beispiel 12 

Fusion der VP2-Domane an den C-Terminus der Lumazinsynthase 

A) Das Gen fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wurde zunachst mit den Oligo- 
nukleotiden RibH- 1 (siehe Beispiel 1 A)) und C-VP2-1 (5' cca ccg tec ggc tga aca gca ccg 
tea cct teg aaa gaa egg m aag tn gcc 3 welches an seinem 3 '-Ende komplementar zum 
Gen fiir die Lumazinsynthase ist und unminelbar hinter dem letzten kodierenden Basen- 
triplett der Lumazinsynthase einen Teil der VP2-Domane einfLihrt. aus dem Plasmid pRF2 
(siehe Beispiel 1 A)) amplifiziert. 
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B) Der PCR-Ansatz vvoirde gemaB Beispiel 1 B). wobei ein DNA-Fragment mil einer Lange 
von 506 bp erhalten vvurde, gereinigt unci als DNA-Matrize fur eine 2. PCR eingesetzt. 

C) Die Durchfuhrung der 2. PCR erfolgte analog Beispiel 1 C), wobei jedoch die 
Oligonukleotid-Kombinaiion EcoRI-RBS-2 (siehe Beispiel 2 A)) und C-VP2-2 (5' ata tat 
gga tec taa cgt teg tta cga aca gcc ggc tga cca cog tec ggc tga aca gca ccg tc 3 welches die 
VP2-'Domane in 3 '-Richtung vervollstandigt, hinter dem letzten kodierenden Basentriplett 
der VP2-Domane ein Stopcodon in die Sequenz einfuhrt und unmittelbar hinter diesem 
Stopcodon eine Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease BamHI beinhaltet, 
verwendet wurde. 

D) Der PCR-Ansaiz aus C) wurde analog Beispiel 1 B) gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 564 bp erhalten. 

E) Die weitere Verarbeitung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis L), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm XL\'pNCO-C-VF2-BS-LiiSy erhalten wurde. 

F) Die Uberpriifung der Expressionsrate bzw. der GrolJe des monomeren Proteinstranges 
wurde analog Beispiel 1 M) durchgefuhrt. Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-C- 
VP2-BS-LuSy konnte eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 18,1 kDa be- 
obachtet werden. die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-C-VP2-BS-LuSy- 
Expressionsplasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil 
von ca. 10 % bezogen auf alle loslichen Proteine (geschatzt). 

G) Nach Uberpriifung der Funktionalitat gemaB Beispiel 1 N) bis Q) konnte kein signifikanter 
Unterschied zum Wildtyp-Enzym beobachtet werden. 

Beispiel 13 

Fusion der VP2-Domane an den N- und an 

A) Ausgehend von dem in Beispiel 11 erhaltenen Expressionsplasmid pNCO-N-VPI-BS- 
LuSyy welches die VP2-Domane an das 5'-Ende des Lumazinsynthasegen fusioniert 
enthalt, wurde analog Beispiel 12 die VP2 Domane an das 3'-Ende des 
Lumazinsynthasegens fusioniert. 

B) Die Uberpriifung der Expressionsrate bzw. der GroBe des monomeren Proteinstranges 
wurde analog Beispiel 1 M) durchgefuhrt. Im Rohextrakt des Stammes XL 1 -pNCO-N/C- 
VP2-BS-LuSy konnte eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 20 kDa be- 
obachtet werden. die in einem Vergleichsstamm oline pNCO-N/C-VP2-BS-LuSy-Expres- 
sionspiasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil von ca. 
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C) 10 % bezosen auf alle losiichen Proteine laeschatzt). " 

D) Nach Oberprufung der Funkiionalitiil gemaB Beispiel 1 N) bis Q) konnie kein signifikanter 
Unterschied zum Wildtyp-Enzym beobachtet werden. 

Beispiel 14 

Kopplung eines artefizieilen 13 Aminosauren langen, in vivo biotinylierfahigen Peptids, 
an den C-Terminus der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

A) Das Gen ftir die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis wurde unier Venvendung der Poly- 
merasekettenreaktion und der synthetischen Oligonukleotide EcoRI>RBS-2 (siehe Beispiel 
2 A)) und C-Biotag-1 (5' cat age ttc gaa gat gcc gcc gag tgc ggc cgc uc gaa aga acg gtt taa 
gtt tgc cat ttc 3'), welches an seinem 3'-Ende komplementar zum Gen fur die Lumazin- 
synthase ist und unmittelbar hinter dem letzten kodierenden Basentriplett der Lumazin- 
synthase, DNA fiir einen Linker, bestehend aus 3 Alaninresten und einen Teil der DNA 
kodierend ftir das biotinylierfahige Peptid einfiihrt, aus dem Plasmid pNCO-BS-LuSy 
(siehe Beispiel 1) amplifiziert. Die Durchftihrung der PGR erfolgte analog Beispiel 1 A). 

B) Der PCR-Ansatz wurde gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment mit einer Lange 
von 528 bp erhalten wurde, gereinigt und als DNA-Matrize fur eine 2. PGR eingesetzt. 

C) Die Durchfuhrung der 2. PGR erfolgte analog Beispiel 1 G), wobei jedoch die 
Oligonukleotid-Kombination EcoRI-RBS-2 und G-Biotag-2 (5' tat tat gga tec tta gcg cca 
etc cat ctt cat age ttc gaa gat gcc gcc gag tgc ggc 3 welches die biotinylierfahige Domane 
in 3'-Richtung vervollstandigt, unmittelbar hinter dem letzten kodierenden Basentriplett 
dieser Domane ein Stopcodon in die Sequenz einfuhrt und unmittelbar hinter diesem 
Stopcodon eine Erkennungssequenz fur die Restrikiionsendonuklease BamHI beinhaltet, 
verwendet wurde. 

D) Der PGR-Ansatz aus G) wurde analog Beispiel I B) gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 558 bp erhalten. 

E) Die weitere Verarbeiiung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis L), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm XLl 'pNCO-C-Biotag-BS'LuSy erhalten wurde. 

F) Bei der Uberpriifiing der Funktionalitat der Lumazinsynthase gemaB Beispiel 1 N) konnte 
nur eine enzymatische Aktivitat, die der .Aktivitat des Escherichia coli Stammes XLl ent- 
sprach, ermittelt werden. 

G) Die Oberprufung der Expressionsrate bzw. der GroBe der losiichen Proteine woirde anaioa 
Beispiel 1 M) durchgefiihn. Im Rohexirakt des Stammes XLl-pNCO-C-Biorag-BS'LuSy 
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konnte keine signifikante Proieinbande mil einem Molekulargewicht von ca. 18,5 kDa be- 
obachtet werden. die in einem Vergleichssiamm ohne pNCO-C-Biotag-BS-LuSy-Expres- 
sionsplasmid nicht zu sehen war. 

H) Zur Herstellung eines Gesamtproteinextraktes wurden die Zellen analog Beispiel 1 K) kul- 
tiviert. 1/12 der gewonnenen Zellmasse wurde mit 300 ul Proteinauftragspuffer (siehe Bei- 
spiel 1 M)) suspendiert und 15 min auf siedendem Wasserbad gekocht. Nach dem 
Abkiihlen wurden die verbliebenen unloslichen Bestandteile der Proben in einer 
Eppendorfzentrifuge pelletieit (15000 Umin ', 5 min, 4 ^C) und 8 des klaren 
Oberstandes auf das Sammelgel aufgetragen. Das weitere Vorgehen erfolgte analog 
Beispiel 1 M). Es zeigte sich in Verbindung mit G), dalJ der Stamm XLl-pNCO'C-Biotag- 
BS-LuSy rekombinantes Protein in Fomi von unloslichen EinschluBkorpem in einer Menge 
von ca. 15 % bezogen auf alle zellularen Proteine (losliche und unlosliche Proteine, 
abgeschatzt vom SDS-PAGE) liefert. 

I) Zum Nachweis des Lumazinsynthaseanteils im artefiziellen Lumazinsjnthase- 
Fusionsprotein wurde eine Westem-Blot Analyse analog Beispiel 1 Q), wobei jedoch 
zusatzlich zur loslichen Proteinfraktion auch die Gesamtproteinfraktion analysiert wurde, 
durchgefuhrt. Nach Entwicklung der Membran konnte rekombinantes Lumazinsynthase- 
Fusionsprotein nur in der Gesamtproteinfraktion, jedoch nur zu einem vemachlassigbaren 
Anteil in der loslichen Proteinfraktion nachgewiesen werden. 

J) Zvim Nachweis der Biotinylierung wurden sowohl die losliche Proteinfraktion, als auch die 
Gesamtproteinfraktion auf eine Membran ubertragen. Ausgehend von einem denaturieren- 
den SDS-Polyacr\^lamidgel ( 1 6 %) erfolgte die Ubertragung der denaturierten Proteine iiber 
einen Zeitraum von 2 Stunden bei einer konstanten Stromstarke von 40 mA. Nach erfolgter 
Transformation der Proteine auf die Membrane, wurde diese kurz in AntikorperrWasch- 
pu£fer-A (siehe Beispiel 1 Q)) gewaschen und anschlieBend in Antikorper-Waschpuffer-B 
1 Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran ubemacht mit 20 \i\ Streptavidin 
gekoppelt an 'alkalische Phosphatase' (Promega, Madison, Wisconsin, USA) in einem 
Gesamtvolumen von 15 ml Antikorper-Waschpuffer-C geschwenkt. Nach der Inkubation 
wurde die Membran 3 x mit je 5 ml Antikorper-Waschpuffer-A gewaschen. Nach 
erfolgtem Waschen erfolgte die Detektion des Biotin-gebundenen Streptavidins via Zugabe 
der Substrate fur die Alkalische Phosphatase. 50 ul BCIP-Stammlosung (25 mg 5-Brom-4- 
Chlor-indol-3-yI-phosphat in 500 |.il Dimethylformamid losen und lichtgeschtitzt bei 4 
aufbevvahren) und 100 ul NBT-Stammlosung (50 mg Nitroblautetrazoliumchlorid in 700 \x\ 
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Dimethylformamid und 300 ul Wasser losen und lichigeschulzi bei 4 ""C aufbewahren) 
werden in 15 ml Farbepuffer (100 miVI Tris-HCL 100 mM NaCL 5 miVI MgCb, pH 9,5) 
verdiinnt. Nach Entwicklung der Membran in dieser Losung konnte im 
Gesamtproteinexirakt rekombinantes, biotinyliertes Protein bei einem iVIolekularoewicht 
von ca. 1 8,5 kDa in Form einer blauen Bande, detektiert werden. Gesamtprotein aus dem 
Escherichia coli Siamm XLl olme das Plasmid pNCO-C-Biotag-BS-LuSy wies keine 
diesbeziigliche Farbung auf. Nach erfolgter Anfarbung wurde die Membran in Wasser 
gewaschen und 5 min in einem Stop-Puffer (20 miM Tris-HCl, 25 mM EDTA-Nao, pH 8,0) 
inkubiert. 

K) Zur Renaturierung des unloslichen biotinylierten Lumazinsynthase-Fusionsproteins 

warden zunachst die loslichen Proteinfraktionen gemaB Beispiel 1 L) abgetrennt. 
L) Der unlosliche Ruckstand aus K) wurde in 1 00 mM K-Phosphatpuffen pH 7,0, der 6 M 
Hamstoff, 6 mM 5-Nitro-6-(D-ribitylamino)2,4-(lH,3H)-pyrimidindion und 100 mM Di- 
thiothreitol (DTE) enthielt, wahrend 24 Stunden unter Ruhren bei Raumtemperatur solubi- 
lisiert. Die entstandene Proteinlosung wurde anschlieJJend zweimal gegen das 1 0-fache Vo- 
lumen 100 mM K-Phosphatpuffer, pH 7,0, der 1 mM 5'Nitro-6-(D-ribitylamino)2,4- 
(lH,3H)-pyrimidindion und 1 mM DTE enthiell, jeweils 12 Stunden bei 4 ""C dialysiert. 
Nach Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor: 15000 Umin ^ 20 min; 4 °C) wurde das im 
Uberstand enthaltene Protein unter Verwendung einer Ultrazentriflige konzentriert 
(Beckman TFT 70-Rotor; 32000 Umin'*; 16 h; 4 °C). Die Anaiytik des renaturierten 
Proteins erfolgte gemaB den Ausftihrungen J), Beispiel 1 S) und Beispiel 1 P). Mit der oben 
beschriebenen MaBnahme konnte renaturiertes, ikosaedrisches, aus 60 Untereinheiten 
bestehendes Fusionsprotein erhalten werden. 
M) Der Nachweis der Zuganglichkeit der Biotinmolekule im nativen Protein erfolgte unter 
Verwendung von Mikrotiterplatten und eines Mehrkanalphotometers (ELISA-reader). 100 
fil einer Avidin-Stammlosung (Sigma, Munchen) mit der Konzentration 1 mg/ml wurden 
zunachst in 20 ml Beschichtungspuffer (20 mM Na-Carbonat, pH 9,6) verdunnt 
(Standardlosung). Jeweils 100 ^il der Standardlosung uoirden in die Probentaschen der Mi- 
krotiterplatte pipettiert. die Probentaschen anschlieBend mit einer Klebefolie verschlossen 
und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Losung v\airde anschlieBend abgegossen und jeder 
Napf 3 mal mit je 200 .ul PBS (20 mM Na-Phosphat, 130 mM NaCl, pH 7,2) gewaschen. 
Die nicht mit Avidin bedeckte Kunststoffoberflache der Probentasche wurde mit je 350 ^il 
Abdecklosung (3 % Milchpulver in PBS) ftir 60 min bei 37 ''C inkubiert. Die 
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Abdecklosung wurde aiischlieBend abgegossen und die Mikrotiterplarte kurz ausgeklopft. 
In die 1. von 8 Probeniaschen woarde anschliefiend 100 jal der renaiurienen Probenlosung 
aus L) (ca. 1 mg/ml) gegeben. In die Probentaschen 2-8 wxirden jeweils 50 fxl 
Verdunnungslosung (1 % Milchpulver in PBS) gegeben. Die 8. Probentasche wurde 
freigelassen. 50 \x\ aus Probentasche 1 woirden mil den 50 |uil Verdunnungslosung in 
Probentasche 2 verdunnt (10 x auf und ab pipenieren). 50 p.1 aus Probentasche 2 wurden 
anschlieBend mit 50 fxl Verdunnungslosung aus Probentasche 3 verdunnt, etc., Zum SchluB 
woirden 50 |li1 aus Probentasche 7 verworfen, so daB nun alle Probentaschen 50 |j.l 
Probenlosung in verschiedenen Konzentrationen (log 2 Verdunnung) enthielten. Die 
Proben vsmrden mit Klebefolie abgedeckt und 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die 
Probenlosungen wurden anschlieiiend abgegossen, die Mikrotiterplatte kurz ausgeklopft 
und die Probentaschen 3 x mit jeweils 350 |al Waschlosung (PBS) gewaschen. 
AnschlieBend wurden 15 yd Streptavidin-Alkalische Phosphatase (Promega, Madison, 
Wisconsin, USA) in 20 ml Verdunnungslosung verdunnt (Detektionslosung). Jeweils 100 
(.il Detektionslosung wurden in die Probentaschen 1 - 8 pipettiert und 1 Stunde bei 37 
inkubiert. Die Detektionslosungen woirden anschlieBend abgegossen, die Mikrotiterplatte 
kurz ausgeklopft und die Probentaschen 3 x mit jeweils 350 j^I Waschlosung (PBS) 
gewaschen. Die Entwicklung der Mikrotiterplatte erfolgte unter Zugabe von 150 |j.1 
Substratlosung (10 mg p-Nitrophenylphosphat in 10 ml Farbepuffer (siehe J)) fiir die 
Alkalische Phosphatase und Messung der Extinktion bei 405 nm. Da es sich bei der 
Lumazinsynthase urn ein spharisches Molekul handelt, liegen die Biotinmolekule 
statistisch auf der Oberflache verteilt vor. Befinden sich zuviele biotinylierte 
Lumazinsynthasemolekiile auf der Oberflache der Mikrotiterplatte (uber Avidin an die 
Mikrotiterplatte gebunden), so sind die seitlichen Biotinmolekule fur eine Bindung an 
Streptavidin nicht mehr zuganglich. Erst nach Verringerung der Konzentration der 
biotinvlierten Lumazinsvnthasemolekiile werden die seitlichen Biotinmolekule fur eine 
Bindung an Streptavidin zuganglich, d.h. die Signalstarke steigt an. 

Markierung des C-terrainalen Endes der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis mit einer 
reaktiven Aminosaure 

Die folgenden Beispiele beschreiben die Einfuhrung von reaktiven .Aminosauren (Lysin und 
Cystein) am C-Terminus der Lumazinsynthase. Auf der Oberflache der Lumazinsynthase sind 
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zwar basische Aminosauren. die sich eveniuell fur eine kovalente Kopplung von chemischen 
Molekulen eiRnen vorhanden, ihie Zuganalichkeii ist jedoch durch benachbarte Aminosauren- 
reste ein^eschrankt, Auf der Oberflache der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis befinden 
sich keine freien Cysteinreste die sich, aufgrund ihrer Thiolgruppe ftir eine kovalente 
Koppkmg von chemischen Molekulen eignen konnten. 

Zur Verbesserung der Zuganglichkeit, bzw. zur Minimierung der sterischen Hinderung wurde 
ein Linlcer (Tentakel -Linker) zwischen dem C-Terminus der Lumazinsynthase und der betref- 
fendcn Aminosaure eingefuhrt, so daB die reaktiven Aminosauren fiir nahezu jede chemische 
Kopplung mit Fremdmolekulen zuganglich werden. 
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Beispiel 15 

Verlangerung ties C-Terminus und Einfiihrung einer terminalen basischen Aminosaure 
(Lysin) als Grundlage zur chemischen Kopplung von Zielmolekiilen 

A) Das Gen fiir die Lumazinsyndiase aus Bacillus subiilis wiirde mil den Oligonukleotiden 
EcoRI-RBS-2 (siehe Beispiel 2 A)) und C-Lvsl65 (5' tat tat gga tec tta ttt acc aga gcc acc 
acc aga acc acc gcc acc ttc gaa aga acg grt taa gtt tgc cat ttc 3'), welches an seinem 3'-Ende 
komplementar zum Gen fur die Lumazinsynihase ist und unmittelbar hinter dem letzten ko- 
dierenden Basentriplen der Lumazinsynihase ein Gen, kodierend fiir das Peptid (GIy)4Ser- 
(GIy)3Ser-Gly-Lys, einftihrt, aus dem Plasmid pNCO-BS-LuSy amplifiziert. Unmittelbar 
hinter dem Codon fiir Lysin (aaa) an der Aminosaurenposition 165 wird mit dem 
Oligonukleotid C-Lysl65 ein Stopcodon und eine Erkennungssequenz fiir die 
Restriktionsendonuklease BamHI in die DNA-Sequenz eingefiihrt. Die PGR wurde analog 
Beispiel 1 A) durchgeftihrt. 

B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment 
mit einer Lange von 543 bp erhalten wurde. 

C) Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog Beispiel 1 B), E) bis L). Es wird das Plasmid 
pNCO-LysJ65-BS-LuSy erhalten. 

D) Die Uberpriifung der Expressionsrate bzw. der Grdfie des monomeren Proteinstrcmges er- 

r 

folgte analog Beispiel 1 M). Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-Lysl65-BS-LuSy 
konnte eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa beobachtet werden, 
die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-Lysl65-BS-LuSy-Expressionsplasmid nicht zu 
sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil von ca. 10 % bezogen auf alle 
loslichen Proteine (geschatzt). 

E) Die weitere Analyiik wurde gemaB Beispiel 1 N) bis Q) durchgeftihrt, wobei keine signifi- 
kanten Unterschiede zum Wildtyp-Enz>'m (BS-LuSy) zu beobachten waren. 



Beispiel 16 

Verlangerung und Einfiihrung eines terminalen Cysteinrestes an den C-Terminus der 
Lumazinsynthase als Grundlage zur chemischen Kopplung von Zielmolekulen 

A) Die Konstruktion erfolgte analog Beispiel 15 A) bis C), jedoch vmrde anstelle des Oligo- 
nukleotids C-Lysl65 das Oligonukleotid C-Cvsl67 (5' tat tat gga tec tta gca gcc acc acc 
aga gcc acc acc aga acc acc gcc acc nc gaa aga acg gtt taa gtt tgc cat ttc 3'), welches an 
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seinem 3'-Ende komplementar zum Gen fur die Lumazinsynthase ist und unmitielbar 
hinlcr dem letzten kodierenden Basentripleu der Lumazinsynthase ein Gen, kodierend fiir 
das Peptid (Gly)4Ser-(Gly)3Ser-(Gly)3-Cys, einfulm. verwendet. Unminelbar hinter dem 
Codon fur Cystein 167 (tgc) vvird mit dem Oligonukleolid C-Cysl67 ein Stopcodon und 
eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease BamHI in die DNA-Sequenz 
eingefiilirt. Es wurde ein DNA-Fragment mil einer Lange von 549 bp erhalten. Es wurde 
der Escherichia coli Stamm XLl-pNCO-Cysl67-BS-LuSy erhalten. 

B) Bei der UberpilifLing der Molekiilmasse des monomeren Proteinstranges (Cysl67-BS- 
LuSy) analog Beispiel 15 D) konnte eine Bande bei ca. 17,1 kDa beobachtet werden. Die 
beobachiete Bande entsprach einem Anteil von ca. 5 % bezogen auf alle loslichen Proteine 
(geschatzt). 

C) Die weitere Analyiik wurde gemaB Beispiel 1 N) bis Q) durchgefLihrt, vvobei keine signifi- 
kanten Unterschiede zum Wildtyp-Enzym (BS-LuSy) zu beob.achten waren. 
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Beispiel 17 

Koppiung eines 12 Aminosiiuren langen Peptids mit der Erkennungssequenz fiir einen 
monoklonalen Antikorper (Anti-FLAG-M2/IgGl/iVIaus) an den N-Terminus der Luma- 
zinsynthase aus Bacillus siibtilis 

A) Das Gen fiir die Lumaznisynthase aus Bacillus subtilis v\airde mil den Oligonukleotiden 
FLAG-BS-LuS V- 1 (5' ata ata ata aag ctt atg aat ate ata caa gga aat tta g 3'), welches an 
seinem 3'-Ende komplemetar zum 5 '-Ende des Lumeizinsyndiasegens aus Bacillus subtilis 
und am 5 '-Ende eine Erkennungssequenz fiir die Restrikuonsendonuklease Hindlll einftihrt 
und Flag-BS-LuSv-l (5' tat tat gaa ttc tta ttc gaa aga acg gtt taa g 3'), welches an seinem 
3 '-Ende koniplemetar zum 3 '-Ende des Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis und am 
5 '-Ende eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease EcoRI einfiihrt, aus 
dem Plasmid pRF2 (vgl. Beispiel I A)) amplifiziert. 

B) Der PCR-Ansatz \vurde gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment mit einer Lange 
von 492 bp erhalten wurde, gereinigt. 

C) Das isolierte DNA-Fragment und der Vektor pFLAG-MAC (Eastman Kodak Company, 
New Haven) wurden zunachst mit der Restriktionsendonuklease Hindlll verdaut. 

30,0 |xl pFL AG-MAC [5 ^ig] bz^\^ 30 \x\ isoliertes DNA-Fragment 
3,0 \A Hindlll [60 U] 
10,0 \x\ OPAU(lOx) 
57,0 fil HzObidest 

Der Ansatz wairde ebenfalls 1 80 min bei 37 °C inkubiert und das emstanden DNA- 
Fragment wie unter Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt und zum Verdau mit der Re- 
striktionsendonuklease EcoRI eingesetzt. 

D) Das isolierte DNA-Fragment und der Vektor pFLAG-MAC aus C) wxirden anschlieBend 
mit der Restriktionsendonuklease EcoRI verdaut. 

30,0 \x\ DNA-Fragmente aus C) 

3,0 ^il EcoRI [60 U] 
24,0 \x\ OPAU(lOx) 
63,0 HoObidcsi 

Der Ansatz wairde 180 min bei 37 ^C inkubiert und wie unter B) beschrieben 
gereinigt imd zur Ligation eingesetzt. 

E) Die weitere Vorgehensweise erfolgte gemaB Beispiel 1 G) bis L). 
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F) Nach Durchftihrung einer denaturierendcn Polyacr\'tamidgelelektrophorese gemaB Beispiel 
1 M) konnie im Rohexirakl eine Proieinbande mil einem Molekulargewicht von ca. 17,7 
kDa beobachtet werden, die in einem Vergleichsstamm oline pFLAG-MAC-BS-LuSy- 
Expressionsplasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil 
von ca. 10 % bezogen auf alle loslichen Proteine (geschatzt). 

G) Die Oberprufung der Funktionalitat erfolgie analog Beispiel 1 N) bis P). wobei kein 
signifikanier Unterschied zum Wildtypenz>-m beobachtet werden konnte. 

H) Zur immunologischen Oberprufung der Funktionalitat des FLAG-Peptides Mmrde eine 
Westem-Blot-Analyse gemafi Beispiel 1 Q), jedoch unter Verwendung des monoklonalen 
Antikorpers Anti-FLAG®M2 ' (Eastman Kodak Company, Uew Haven) als 1. Antikorper 
(10 ^1 Anti-FLAG'^M2 in 5 ml TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCL pH 7,4) und Anti^Maus- 
IgG-HRP-Konjugat als 2. Antikorper (10 ul Anti-Vlaus-IgG-HRP-Konjugat in 5 ml TBS; 
vgl. Beispiel 18 H)). Nach Entwicklung der Membran konnte das Fusionsprotein bei ca. 
1 7,7 kDa detektien werden. 

I) Die Reinigung erfolgte analog Beispiel 2 S), es wurde jedoch kein Lysozym zum Auf- 
schlufipuffer zugesetzt. 

J) Negativ-Kontrastierung am Elektronenmiki-oskop gemafi Beispiel 1 P) zeigten hohle , 
spharische Partikel mit einem AuBendurchmesser von ca. 15 nm und einem 
Iimendurchmesser von ca. 5 nm. 

K) Die Uberprufung der Quartarstruktur wurde analog Beispiel 1 S) durchgefiihrt. Das ge- 
reinigte Lumazinsynthase-Fusionsprotein war als diskrete Bande auf dem nativen Gel zu 
sehen. Es konnte eine verringerte Mobilitat im Vergleich zu einer Wildtyp- 
Lumazinsynthase, die auf den vergroBerten Durchmesser zuriickzufLihren ist, beobachtet 
werden. 

Beispiel 18 

Kopplung eines 6 Aminosiiuren langen Peptids (6 x Histidin) zur Bindung an Ni-Chelat- 
Affinitatsmatrix, zur Bindung eines monoklonalen Antikorpers (Penta-His) bzw. zur 
Bindung von Ni-NTA-HRP-Konjugat an den C-Terminus der Lumazinsynthase aus 
Bacillus subtilis 

A) Das Gen fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis v\airde zunachst mit den Oligo- 
nukleotiden RibH-l (vgl. Beispiel 1 A)) und RibH-His6"C-l (5' gtg gtg atg gtg atg ttc aaa 
aga acg gtt taa g 3 ), welches an seinem 3'-Ende komplemetar zum 3'-Ende des Lumazin- 
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synthasegens aus Bacillus siibrilis und am 5'-Ende fiir einen Teil des Affmiiatspeptids ko- 
diert, aus dem Plasmid pRF2 (vgl. Beispiel 1 A )) amplifiziert. 

B) Der PCR-Ansatz wurde gemaB Beispiel 1 B). wobei ein DNA-Fragmenl mil einer Lange 
von 492 bp erhalten wurde, gereinigt und als Matrize fiir eine 2. PCR gemaB Beispiel 1 C), 
jedoch mit der Oligonukleotidkombination EcoRI-RBS-2 (vgL Beispiel 2 A)) und RibHi 
His6-C-2 (5' tat tat gga tec tta atg gtg gtg aig gtg atg 3'). welches die His6-Domane in 3'- 
Richtung vervollstandigt, unmittelbar hinier dem letzten kodierenden Basentripiett dieser 
Domane ein Stopcodon in die Sequenz einfiihrt und unmittelbar hinter diesem Stopcodon 
eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease BamHI beinhaltet, verwendet 

wurde. 

C) Der PCR-Ansatz aus B) wurde analog Beispiel 1 B) gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 528 bp erhalten. 

D) Die weitere Verarbeitung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis L), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm XLl-pNCO-C-Hisd-BS-LuSy erhalten wurde. 

E) Nach Durchfuhrung einer denaturierenden PolYacr>damidgeleIektrophorese gemaB Beispiel 
1 M) konnte im Rohextrakt eine Proteinbande mit einem Molekulargevvicht von ca. 17,1 
kDa beobachtet werden, die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-C-His6-BS-LuSy-Ex- 
pressionsplasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande emsprach einem Anteil von 
ca. 30 % bezogen auf alle loslichen Proteine (geschatzt). 

F) Die Uberprufung der Funktionalitat erfolgte analog Beispiel 1 N) bis P), wobei kein signifi- 
kanter Unterschied zum Wildtypenzym beobachtet werden konnte. 

G) Zur immunologischen Uberprufung der Funktionalitat des His6-Peptides wurde eine Wes- 
tem-Blot-Analyse gemafl Beispiel 1 Q), jedoch unter Verwendung des monoklonalen Anti- 

rvi 

korpers Tenta-His'" Antibody' (Quiagen, Hilden) als 1. Antikorper (10 ^il Penta-His 
Antibody in 5 ml TBS (siehe Beispiel 17 H)) und Anti-Maus-IgG-HRP-Konjugat als 2. 
Antikorper (10 ^il Anti-Maus-IgG-HRP-Konjugat in 5 ml TBS). Nach Entwicklung der 
Membran konnte das Fusionsprotein bei ca. 1 7, 1 kDa detektiert werden. 

H) Der Nachweis der Zuganglichkeit der His6-Peptide im nativen Protein erfolgte unter Ver- 
wendung von Mikrotiterplarten und eines Mehrkanalphotometers (ELISA-reader). In die 1 . 
von 8 Probentaschen wurde je 100 \xl der Rohexiraktlosung aus D) (ca. 5-8 mg/ml Gesamt- 
protein) gegeben. In die Probentaschen 2 - 8 wurden jev^^eils 50 |al Verdunnungslosung (1 
% Milchpulver in PBS) gegeben. Die 8. Probeniasche wurde freigelassen. 50 nl aus 
Probentasche 1 wurden mit den 50 ul Verdiinnungslosung in Probentasche 2 verdunnt (10 
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X auf und ab pipenieren). 50 ul aus Probentasche 2 woirden anschlieBend mil 50 |al 
Verdiinnungslosung aus Probentasche 3 verdiinnt. etc.. Zum SchluB vwirden 50 fil aus 
Probeniasche 7 verworfen. so dali nun alle Probentaschen 50 Probenlosung in 
verschiedenen Konzentraiionen (log 2 Verdunnung) enlhielten. Die Proben wurden mit 
Klebefolie abgedeckt und iibernacht bei 37 inkubiert. Die nichl mit Fusionsprotein 
bedeckte Kunstsioffoberflache der Probentasche \vurde mit je 350 ul Abdecklosung (3 % 
Milchpulver in PBS) fur 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Abdecklosung wurde 
anschlieBend abgegossen, die Mikrotiterplatte kurz ausgeklopft und die Probentaschen 3 x 
mit jeweils 350 Waschlosung (PBS) gewaschen. Anschiiefiend wurden 10 Penta-His^** 
Antibody (Quiagen. Hilden) in 5 ml Verdunnungslosung verdiinnt (1. Aniikorper). Jeweils 
50 |il 1. Antikorper wurden in die Probentaschen 1 - 8 pipettiert und 2 Stunde bei 37 
inkubiert. Der 1. .Antikorper wurde anschlieBend abgegossen, die Mikrotiterplatte kurz 
ausgeklopft und die Probentaschen 3 x mit jeweils 350 iil Waschlosung (PBS) gewaschen. 
AnschlieBend crfolgte die Zugabe von 150 ^il des 2. Antikorpers (10 ul Anti-Maus-IgG- 
HRP-Konjugat in 5 ml Verdunnungslosung, Sigma, Miinchen) mit einer Inkubationszeit 
von 2 h bei 37 "C. Der 2. Antikorper wurde anschlieBend abgegossen, die Mikrotiterplatte 
kurz ausgeklopft und die Probentaschen 3 x mit jeweils 350 |.d Waschlosung (PBS) 
gewaschen. Die Entwicklung der Mikrotiterplatte erfolgte unter Zugabe von 150 ixl 
Substratlosung (100 mg o-Phenylendiamin in 25 ml Substratpuffer, 50 mM Citronensaure, 
pH 5) ftir die Peroxidase und Messung der Extinktion bei 492 nm. Das Fusionsprotein 
konnte von den hochspezifischen Penta-His-Antikorpern erkannt werden. Es konnte eine 
konzentrationsabhangige (log2 Verdunnung von gebundenem Fusionsprotein) 
Signalverringerung beobachtet werden. 

I) Negativ-Kontrastierung am Elektronenmikroskop gemaB Beispiel 1 P) zeigten hohle , 
spharische Partikel mit einem AuBendurchmesser von ca. 15 nm und einem 
Innendurchmesser von ca. 5 nm. 

J) Die Uberpruftmg der Quartarstruktur woirde analog Beispiel I S) durchgeftihrt. Das ge- 
reinigte Lumazinsynthase-Fusionsprotein war als diskrete Bande auf dem nativen Gel zu 
sehen. Es konnte eine verringene Mobilitat im Vergleich zu einer Wildtyp- 
Lumazinsynthase. die auf den vergroBerten Durchmesser zuruckzuflihren ist, beobachtet 
werden. 

Beispiel 19 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 00/53229 PCT/EPOO/01899 

70 

Herstellung von Mischungen aus C-Biotag-BS-LuSy und C-His6-BS-LuSy auf dem 
Wege der gesteuerten in vitro Riickfaltung der unioslichen Proteine 

A) Die Kultivierung des Escherichia coli Stammes XLl-pNCO-C-Biotag-BS-LuSy (Beispiel 
14) erfolgte gemaB Beispiel 1 K), jedoch in einem Volumen von 500 ml. 

B) Die Kultivierung des Escherichia coli Stammes XLl-pNCO-C-His6-BS-LuSy (Beispiel 
18) erfolgte ebenfalls gemafi Beispiel 1 K) Jedoch in einem Volumen von 500 ml. 

C) Der AufschluB der Zellen aus A) erfolgte unier Verwendung einer Ultraschall-erzeugenden 
Apparatur (Branson-Sonifier B-12A, Branson SONIC Power Company. Dunbury, Con- 
necticut). Zum Aufschlufi wurde das gewaschene Zellpellet in 40 ml Abtrennpuffer (50 
mM Tris pH 9,5) suspendiert und 10 min auf Eis gekiihlt. Die Zellsuspension wurde dann 
15 mal mit der Nadelsonde des Ultraschallgerates bei Stufe 5 behandelt. AnschlieBend 
wurde die Suspension 5 min auf Eis gekuhlt. Der Vorgang mirde insgesamt 4 mal 
wiederholt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge mit 
SS34-Rotor; 5000 limin g 4 ""C, 10 min). der Uberstand (Rohextrakt A-1) abgetrennt und 
das Zellpellet (Riickstand A- 1 ) weiterverarbeitet. 

D) Der AufschluBvorgang wurde ein zweites Mal durchgefuhrt, wobei der Riickstand A-1 aus 
C) wiederum in 40 ml Abtrennpuffer suspendiert wurde. Die weitere Durchfuhrung er- 
folgte analog C). Es wurde Rohextrakt A-2 und unloslicher Riickstand A-2 erhalten. 

E) Der Aufschlufi der Zellen aus B) erfolgte ebenfalls unter Verwendung einer Ultraschall-er- 
zeugenden Apparatur (Branson-Sonifier B-12A, Branson SONIC Power Company, Dun- 
bury, Connecticut). Zum AufschluB wurde das gewaschene Zellpellet in 40 ml Abtrenn- 
puffer (50 mM Tris pH 9,5) suspendien und 10 min auf Eis gekiihh. Die Zellsuspension 
wurde dann 1 5 mal mit der Nadelsonde des Ultraschallgerates bei Stufe 5 behandelt, An- 
schlieBend wurde die Suspension 5 min auf Eis gekiihh. Der Vorgang wurde insgesamt 4 
mal wiederholt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge 
mit SS34-Roton 15000 Umin', 4 ^C, 30 min), der Uberstand-B abgetrennt und 
weiterverarbeitet. 

F) Der unlosliche Ruckstand A-2 (C-Biotag-BS-LuSy) aus D) wurde in 40 ml 
Solubilisierungspuffer (50 mM Tris, pH 9,5. 6 M Guanidiniumthiocyanat (G-SCN), 100 
mM Dithiothreitol (DTE)), wahrend 24 h unter Riihren bei Raumtemperatur solubilisiert. 

G) Zum loslichen Uberstand-B (40 ml) wurden 6 M G-SCN und 100 mM DTE gegeben und 
24 h unter Ruhren bei Raumtemperatur inkubiert. 
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H) Die Solubilisierungslosung aus F) woirde einer Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor; 15000 
Umin"'; 20 min; 25 '^C) unterworfen und Ruckstand-A-3 und Ubersiand-A-3 erhallen. 

I) AnschlieBend wurden Portionen von Ubersiand-A-3 und Ruckstand-A-3 unter 
Verwendung einer SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese analysiert, 

J) Die Uberpriifung der Ubersiande v\airde analog Beispiel 1 M) durchgeflihrt. 

K) Zur Uberpriifung von Ruckstand-A-3 wurde eine Spatelspitze des Riickstandes mit 200 ^il 
Proteinauftragspuffer (siehe Beispiel 1 M)) suspendiert und 15 min auf siedendem Wasser- 
bad gekocht. Nach dem Abkiihlen woirden die verbliebenen unloslichen Bestandteile der 
Probe in einer Eppendorfzemrifuge pelletien (15000 Umin*\ 5 min, 4 °C) und 6 |il des kla- 
ren Uberstandes auf das Sammelgel aufgetragen. Das weitere Vorgehen erfolgte analog 
Beispiel 1 M). 

L) Aus J) und K) zeigte sich. daB sich das unlosliche Protein C-Biotag-BS-LuSy zu ca. 80 % 
unter den angegebenen Bedingungen solubilisieren laBt. 

M) Der erhaltene Ruckstand-A-3 aus H) wiarde nochmals den Schritten F) und H) bis K) un- 
terworfen. Die Solubilisierungsrate konnte nicht verbessert werden. 

N) Die Fusionsproteinmengen der beiden Uberstande A-3 und B waren vergleichbar. 

O) 2 ml Uberstand-C-Bio-BS-LuSy (Uberstand-A-3) und 2 ml Uberstand-C-His6-BS-LuSy 
(Uberstand-B) wurden gemischt (Mischung A). 

P) 3,5 ml Uberstand-C-Bio-BS-LuSy und 0,5 ml Uberstand-C-His6-BS-LuSy wurden ge- 
mischt (Mischung B). 

Q) Mischung A und Mischung B wurden 48 h bei Raumtemperatur geriihrt. 

R) Mischung A und Mischung B aus Q) wurden anschlieCend gegen 400 ml Abtrermpuffer, 
der 8 M Hamstoff und 1 mM DTE enthielt wahrend 1 8 h bei Raumtemperatur dialysiert. 

S) Zu beiden Mischungen wurde anschlieBend 6,6 mM 5-Nitro-6-(D-ribitylamino)2,4- 
(lH,3H)-pyrimidindion gegeben und 8 h bei Raumtemperatur genihrt und Mischung A-Ni- 
iro bzw. Mischung B-Niiro erhalten. 

T) Mischung A-Nitro und Mischung B-Nitro wurden in einen Dialyseschlauch uberfuhrt und 
gegen 32 ml (5-faches Volumen) Ruckfaitungspuffer A (100 miVI K-Phosphatpuffer, pH 
7,0, 1 mM 5-Nitro-6-(D-ribiiylamino)2,4-(lH,3H)-pyrimidindion, 1 mM DTE, 0,02 % Na- 
Azid) 12 Stunden bei 4 "^C dialysiert und Mischung A- 1/5 und Mischung B-1/5 erhalten. 

U) AnschlieBend woirde der Dialysepuffer aus T) mit 40 ml Ruckfaitungspuffer B (100 mM 
K-Phosphatpuffer. pH 7.0. 1 mM DTE, 0,02 % Na-Azid) verdunnt und weitere 24 h bei 4 
dialysien (Mischung .A- 1/10 und Mischung B-1/10). 
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V) AnschlieBend vvurde der Dialysepuffer aus U) mit 80 ml Ruckfaltungspuffer B verdunnl 
und weilere 24 h bei 4 dialysieri und die Dialysate Mischung A- 1/20 und Mischung B- 
1/20 erhalten. 

W) Mischung A- 1/20 und Mischung B-I/20 woirden anschheBend gegen 72 ml (10-faches Vo- 
lumen) Ruckfaltungspuffer C (100 mM K-Phosphatpuffer, pH 7,0, 1 mM DTE, 0,25 mM 
5-Nitro-6-{D-ribitylamino)2,4-(lH,3H)-pynmidindion, 0,02 % Na-Azid) 24 h bei 4 ''C 
dialysiert und Mischung A- 1/200 und Mischung B- 1/200 erhalten. 

X)Nach Zentrifugation (Sorvall SS34-Rotor; 15000 Umin''; 20 min; 4 ""C) wurden Portionen 
von Uberstand-Mischung A- 1/200 bzw. Mischung B-1/200 und Ruckstand-Mischung A- 
1/200 bzw. Mischung B- 1/200 unter Verwendung einer SDS-Polyacrylamidgelelektropho- 
rese analvsiert. 

Y) Die Uberprufung der Uberstande wurde analog Beispiel 1 M) durchgefuhrt. 
Z) Die Uberprufung der Ruckstande erfolgte analog K). 

AA) Aus Y) und Z) zeigte sich, dafi sich ca. 50-80 % gemischtes Lumazins>Tithase-Konjugat 
unter den angegcbenen Bedingungen erzeugen laBt. Die Fusionsproteinmengen der einge- 
setzten Proteinmengen entsprachen sich im rtickgefalteten Zustand (abgeschatzt vom SDS- 
PAGE), so daB kein Unterschied im Ruckfaltungsverhalten der beiden Fusionsproteine 
festgestellt werden konnte. 

BE) Die Oberprufung der Quartarstruktur erfolgte analog Beispiel 1 S), wobei jedoch 40 [il 
Proteinlosung (Uberstand-Mischung A- 1/200, Uberstand-Mischung B- 1/200) eingesetzt 
wurde. Die renaturierten Fusionsprotein-Mischungen waren als diskrete Banden auf dem 
nativen Polvacrvlamidel zu sehen. Die Mobilitat war vergleichbar mit den Mobilitaten der 
renaturierten Proteine C-Bio-BS-LuSy und C-His6-BS-LuSy, was hochstwahrscheinlich 
auf den ahnlichen hvdrodvnamischen Durchmesser der Proteine zuriickzufiQhren ist. Mit 
der oben beschriebenen Malinahme kormte demnach renaturiertes, ikosaedrisches, aus 60 
Untereinheiten bestehendes Fusionsprotein erhalten werden. 

CC) Der Nachweis der beiden Untereinheiten' im renaturierten ikosaedrischen Protein erfolgte 
unter Verwendung von Mikrotiterplatten und eines Mehrkanalphotometers (ELISA-reader). 
Die Beschichtung der Napfe mit Avidin erfolgte analog Beispiel 14 M). In die 1. von 8 
Probentaschen wurde je 100 |.d der renaturienen Probenlosung aus W) (ca. 0,5-1 mg/ml) 
gegeben. In die Probentaschen 2-8 wurden jeweils 50 |al Verdiinnungslosung (1 % 
Milchpulver in PBS) gegeben. Die 8. Probentasche wurde freigelassen. 50 (il aus 
Probentasche 1 wurden mit den 50 ul Verdiinnungslosung in Probentasche 2 verdiinnt (10 
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X auf und ab pipeuieren). 50 \i\ aus Probeniasche 2 \v\irden anschlieliend mit 50 p.! 
Verdiinnungslosung aus Probeniasche 3 verdunni. etc.. Zum SchluB wiirden 50 |il aus 
Probentasche 7 verworfen. so daB nun alle Probentaschen 50 )il Probenlosung in 
verschiedenen Konzeniralionen (log 2 Verdunnung) enthielten. Die Proben wurden mit 
Klebefolie abgedeckt und ubemacht bei 37 "^C inkubiert und danach \vurde 3 x mit jeweils 
350 III Waschlosung (PBS) gevvaschen. AnschlieBend wurden 10 ul Penta-His^"* Antibody 
(Quiagen. Hilden) in 5 ml Verdiinnungslosung verdtinnt (1. Antikorper). Jeweils 50 (il 1. 
Antikorper wurden in die Probentaschen 1 - 8 pipeniert und 2 Stunde bei 37 "^C inkubiert. 
Der 1. Antikorper wairde anschiiefiend abgegossen, die Mikrotiterplatte kurz ausgeklopft 
und die Probentaschen 3 x mit jeweils 350 pi Waschlosung (PBS) gewaschen. 
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 150 ul des 2. Antikorpers (10 pi Anti-Maus-IgG- 
HRP-HRP-Konjugat in 5 ml Verdiinnungslosung, Sigma, Miinchen) mit einer 
Inkubationszeit von 2 h bei 37 ^C. Der 2. Antikorper wurde anschlieBend abgegossen, die 
Mikrotiterplatte kurz ausgeklopft und die Probentaschen 3 x mit jeweils 350 
Waschlosung (PBS) gewaschen. Die Entwicklung der Mikrotiterplatte erfolgte unter 
Zugabe von 150 |il Substratlosung (100 mg o-Phenylendiamin in 25 ml Substratpuffer, 50 
mM Citronensaure, pH 5) fur die Peroxidase und Messung der Extinktion bei 492 nm. 
Uberstand-Mischung A- 1/200 und Uberstand-Mischung B- 1/200 konnten von den 
hochspezifischen Penta-His-Antikorpem erkannt werden. Es kormte eine konzentrations- 
abhangige (log2 Verdunnung von gebundenem Fusionsprotein) Signal verringerung be- 
obachtet werden. Bei Uberstand-Mischung A- 1/200 konnte ein starkeres Signal als bei 
Uberstand-Mischung B-1/200 beobachtet werden. Zur Bindung an die Avidin-beschichtete 
Mikrotiterplatte geniigt theoretisch ein Biotiiunolekiil, wahrend die Signalstarke mit der 
Anzahl von His6-Epitopen pro Molekul korelliert. In Uberstand-Mischung A- 1/200 sind 
pro Ikosaeder mehr His6-Epitope enthalten als im Vergleichskonstrukt Uberstand- 
Mischung B-1/200, so daB bei Uberstand-Mischung A- 1/200, wie der praktische Versuch 
bestatigt, ein starkeres Signal zu erwarten ist. Aus diesem Ergebnis folgt, daB mit den oben 
beschriebenen RiickfaltungsmaBnahmen Ikosaeder erhalten vsairden, die aus verschiedenen 
Untereinheiten bestehen. 

Beispiel 20 
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Hersteliung der thermostabilen Luraazinsynthase aus Aquifex aeolicus unter Verwen- 
dung von 11, an die Escherichia coli Codonsverwendung angepasster synthetischer Oli- 
gonukleotide und einer 6-stufigen Polymerase-Kettenreaktion (Deckert et aL, 1998) 

A) Das erste Teilstuck des Gen flir die Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus wurde mit den 
Oligonukleotiden AOUI-1 (5 get gcg ggt gaa ctg gcg cgt aaa gag gac atl gat get gtt ate gca 
att gge gtt etc ate 3 '; Strangprimer) und AQUI-2 (5 'eta atg aaa ggt teg cga ggc ett ttg aaa ett 
eag agg ega tat aat ega aat gtg geg ttg 3'; Gegenstrangprimer) unter Vervvendung des Gens 
fur die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis als Matrize (Vektor pNCO-BS-LuSy, vgl. 
Beispiel 1 G)) amplifiziert. Beide Oiigonukleotide wurden an die optimale Codon- 
verwendung (fur stark exprimiene Gene; Grosjean und Fiers, 1982; Ikemura, 1981; Wada 
et al. 1992) von Escherichia coli angepasst. AQUI-1 enthalt die Erkennungssequenz fur die 
Restriktionsendonuklease Mfel (C* AATTG) und AQUI-2 fiir StuI (AGG*CCT), 

1 0 |al PCR-Puffer (75 mM Tris/HCI, pH 9.0: 20 mM (NH^)2S04: 0.01 % (wv) Tween 20) 

6^1 Mg'" [L5 mM] 
8 \x\ dNTP's Oe200 laM] 
1 ^il AQUM [0,5 \iM\ 
1 1^1 AQUI-2 [0,5 |iM) 

1 i-d pNCO-BS-LuSy (vgl. Beispiel 1) [10 ng] 

1 1^1 Goldstar-Taq-Polymerase [0,5 U] (Eurogentec, Seraing, Belgien) 

72 \\\ H20bidesi 



Der Ansatz wxirde im Thermocycler (GeneAmp ' PGR System 2400; Perkin Elmer) 
bei folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 1. 5,0 min 95 °C 

2, 0,5 min 94 



3. 0,5 min 50 ""C 



4. 0,5 min 72 "^C 

5. 5,0 min 72 

6. abkuhlen auf 4 °C 

Die Schritte 2. - 4. wurden 20 x wiederholt. 
B) Der PCR-Ansatz wurde minels Agarosegelelektrophorese (3 % Agarose) aufgetrermt, die 
DNA durch Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und das 
Fragment mit einer Lange von 132 bp mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnirten. Die 
weitere Aufreinigung erfolgte gemaB Beispiel 1 B). 
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C) 10 ng der isolierten DNA aus B) dienien anschlieBend als Mairize fur eine 2. PGR mil den 
Oligonukleotiden AOUI-3 (5' act ctg gti cgi gu cca ggc ica tgg gaa ata ccg gtt get 2cj> ggt 
gaa ctg gcg cgt aaa g 3'; Strangprimer) und AOUI-4 (5' cca agg tgt cag cig taa taa cac cga 
agg tga tag gtt tac gta gtt eta atg aaa ggt teg cga ggc c 3'; Gegenstrangprimer). Beide Oli- 
gonukleotide wurden an die opiimale Codonvervvendung fur stark exprimierte Gene 
(Grosjean und Fiers, 1982: Ikemura, 1981; Wada et al. 1992) von Escherichia coli 
angepasst. AQUI-3 enthalt die Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Agel 
(A*CCGGT) und AQUI-4 ftir SnaBI (TAC*GTA) und PvuII (CAG*CTG). Die 
Polymerase-Kettenreaktion erfolgte wie unter A) besehrieben. 

D) Das Produkt aus C) wurde wie unter B) besehrieben gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 21 9 bp erhalten. 

E) 10 ng der isolierten DNA aus D) dienten anschlieBend als Matrize fur eine 3. PGR mit den 
Oligonukleotiden AOUI-5 (5' gga ggg igc aat tga ttg cat agt ccg tea tgg egg ccg tga aga aga 
cat tac tct ggt teg tgt tec agg c 3'; Strangprimer) und AQUI-6 (5' gtt gcc gtg ttt tgt gee ggc 
gcg etc gat age ctg ttc caa ggt gte age igt aat aac 3'; Gegenstrangprimer). Beide Oligo- 
nukleotide wurden an die optimale Codonverwendung (fur stark exprimierte Gene) von 
Escherichia coli angepasst. AQUI-5 enthalt die Erkennungssequenz fur die Restriktions- 
endonuklease EagI (G*GGCGG) und AQUI-6 fur BssHII (G*CGCGC) und PvuII 
(CAG* GTG). Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte wie unter A) besehrieben. 

F) Das Produkt aus E) v/urde wie unter B) besehrieben gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 309 bp erhalten. 

G) 10 ng der isolierten DNA aus F) dienten anschlieBend als Matrize fLlr eine 4.PCR mit den 
Oligonukleotiden AOUI-? (5 ' egg tat cgt age ate aeg ttt taa tea tgc tct tgt cga ccg tct ggt gga 
ggg tgc aat tga ttg eat ag 3'; Strangprimer) und AOUI-8 (5' gaa taa gtt tgc cat ttc aat ggc 
aga aag cgc tgc ttc cca ace ttt gtt gee gtg ttt tgt gcc ggc 3'; Gegenstrangprimer). Beide 
Oligonukleotide wurden an die optimale Godonverwendung (fur stark exprimierte Gene) 
von Escherichia coli angepasst. AQUI-7 enthalt die Erkennungssequenz fiir die Restrik- 
tionsendonuklease Sail fG*TGGAG) und AQUI-8 ftir Eeo47III (AGG*GCT). Die Polyme- 
rase-Kettenreaktion erfolgte wie unter A) besehrieben. 

H) Das Produkt aus G) wurde wie unter B) besehrieben gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 405 bp erhalten. 

I) 10 ng der isolierten DNA aus H) dienten anschlieBend als Matrize fiir eine 5. PGR mit den 
Oligonukleotiden AOUI-9 (5 ' atg caa ate tac gaa ggt aaa eta act get gaa ggc ctt cgt ttc ggt 
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ate gta gca tea cgt ttt aai c 3 ': Strangprimeri und AOUI-10 (5' tat tat gga tec na teg gag aga 
ctt gaa taa gtt tgc cat ttc aat gg 3'; Geaenstrangprimer). Beide Oligonukleotide vviirden an 
die optimale Codonverwendung (fiir stark exprimierte Gene) von Escherichia coli ange- 
passt. AQUI-9 vervollstandigt das Gen fur die Lumazinsynthase aus Aqiiifex aeolicus und 
enthalt die Erkennungssequenz filr die Resiriktionsendonuklease StuI (AGG*CCT). Das 
Oligonukleotid AQUI-10, welches am 3'-Ende zum Gen der Lumazinsynthase aus Aquifex 
aeolicus komplementar ist. fiihrt urmiittelbar hinter dem Stopcodon eine 
Erkennungssequenz fur die Endonuklease BamHI (G*GATCC) ein. Die Polymerase- 
Kettenreaktion erfolgte wie unter A) beschrieben. 

J) Das Produkt aus I) wurde wie unter B) beschrieben gereinigt und ein DNA-Fragment mil 
einer Lange von 476 bp erhalten. 

K) 10 ng der isolierten DNA aus J) dienten anschlieBend als Matrize fur eine 6.PCR mit den 
Oligonukleotiden AOUI-1 1 (5' ata ata gaa itc att aaa gag gag aaa tta act alg caa ate tac gaa 
ggt aaa eta ac 3'; Strangprimer) und AOUMO (Gegenstrangprimer). Das Oligonukleotid 
AQUI-1 1 ist am 3'-Ende zum 5'-Ende des synthetischen Gens fur die Lumazinsynthase aus 
Aquifex aeolicus komplementar. Am 5'-Ende fuhrt es eine ribosomale Bindungsstelle und 
eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease EcoRI vor dem Startcodon eiri. 
Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte wie unter A) beschrieben. 

L) Das Produkt aus K) wurde wie unter B) beschrieben gereinigt und ein DNA-Fragment mit 
einer Lange von 5 1 0 bp erhalten. 

M) Die weitere Verarbeitung des DNA-Fragmentes aus L) erfolgte wie unter Beispiel 1 E)-G) 
wobei das Plasmid pNCO-AA-LuSy erhalten wurde. 

N) AnschlieBend wurden die Schritte H)-M) gemaB Beispiel 1 durchgefuhrt. Im Rohextrakt 
des Stammes XLl-pNCO-AA-LuSy konnte eine Proteinbande mit einem 
Molekulargewicht von 1 6,7 kDa beobaehtet werden, die in einem Vergleichsstamm ohne 
das betreffende Plasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil 
von ca 20 % bezogen auf alle loslichen Proteine. 

O) Die Uberprufung der Funktionalitat erfolgte gemaB Beispiel 1 N). Das Protein zeigte eine 
optimale Aktivitat im Bereich von 80 - 90 ^C. 

P) Die Negativkontrastierung erfolgte gemaB Beispiel 1 P) und zeigte hohle, spharische Patti- 
kel mit einem AuBendurchmesser von ca. 1 5 iim und einem Innendurchmesser von ca. 5 
nm. 
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Q) Die Reinigung des Proteins erfolgte in zwei Schritien: Die Kultivierung des Escherichia 
coli Siammes XLl -pNCO-.AA-LuSy erfolgte gemali Beispiel 1 K)Jedoch in einem Volu- 
men von I 1. Der AufschluB erfolgte gemaB Beispiel 1 R). Der klare Uberstand wurde an- 
schlieCend im Wasserbad 20 min bei 90 '"C inkubiert. Die Suspension wurde anschlieJJend 
zemrifiigiert (Sorvall SS34-Rotor: 15000 Umin '; 4 ''C; 30 min). Mit diesem Schritt konnte 
eine Anreicherung des Zielproteins um Fakior 4 erreicht werden (abgeschatzt von SDS- 
PAGE). Die weitere Reinigung erfolgte gemaB Beispiel 2 S) unter Verwendung des Uber- 
standes nach der Zentrifugation and einer Gelfiliraiionssaule. 

R) Die Uberprufung der Quartarstruktur erfolgte gemaB Beispiel 1 S) und ergab ein mit der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis vergleichbares Ergebnis. 

Beispiel 21 

Kopplung eines artefiziellen 13 Aminosauren langen, in vivo biotinylierfahigen Peptids, 
an den C-Terminus der thermostabilen Lumazinsynthase nus Aquifex aeolicus 

A) Das Gen fur die synthetische Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus wurde unter Verwen- 
dung der Polymerasekettenreaktion und der synihetischen Oligonukleotide EcoRI-RBS-2 
(siehe Beispiel 2 A)) und AOUI-C-NotI (5 ' tat tat tat age ggc cgc teg gag aga ctt gaa taa g 
3 ') aus dem Plasmid pNCO-AA-LuSy (siehe Beispiel 20) amplifiziert. Das Oligonukleotid 
AQUI-C-NotI ist an seinem 3 '-Ende komplementar zum Gen fiir die Lumazinsynthase und 
fiihrt urmiittelbar hinter dem letzten kodierenden Basentriplett der Lumazinsynthase eine 
Erkennungssequenz far die Restriktionsendonuklease NotI (GC*GGCCGC) ein. Diese Er- 
kermungssequenz wird in drei Alaninmolekule translatiert. Die Durchfuhrung der PGR er- 
folgte analog Beispiel 1 A). 

B) Der PCR-Ansatz wurde gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment mit einer Lange 
von 513 bp erhalten wurde, gereinigt. 

C) Das gereinigte DNA-Fragment aus B) wurde mit der Restriktionsendonuklease NotI analog 
Beispiel 8 F) verdaut und anschlieBend gemaB Beispiel 1 B) gereinigt. 

D) Das gereinigte DNA-Fragment aus C) wurde analog Beispiel 8 H) mit der Restriktions- 
endonuklease EcoRI behandelt und ein Fragment mit der Lange von 498 bp erhalten. 

E) 5 \xo des Expressionsplasmids pNCO-C-Biotag-BS-LuSy (Beispiel 14) in einem Volumen 
von 30 |.il wurden analog Beispiel 8 G) und H) behandelt. Das DNA-Fragment mit einer 
Lange von 3437 bp vvoirde isoliert und gereinigt. 
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F) Die weitere Verarbeiiung erfolgie analog Beispiel I E) bis L). wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm XLX'pNCO-C'Biotag-.-LA-LuSy erhalten vvurde. 

G) Bei der Uberpriifung der Funktionalitat der Lumazinsynthase gemaB Beispiel 1 N) konnte 
nur eine enzymatische .\ktivitat, die der Aktivitat des Escherichia coli Siammes XLl ent- 
sprach, ermittelt werden. 

H) Die Uberprufung der Expressionsrate bzvv. der GroBe der loslichen Proteine wurde analog 
Beispiel 1 M) durchgefiihrt. Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-C-Biotag-AA-LuSy 
konnte keine signifikante Proleinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 1 8,5 kDa be- 
obachtet werden, die in einem Vergleichsstanun ohne pNCO-C-Biotag-AA-LuSy-Expres- 
sionsplasmid nicht zu sehen war. 

I) Die weitere Verarbeiiung erfolgte analog Beispiel 14 H) bis M). Es konnte ein vergleich- 
bares Ergebnis erzielt werden. 

Beispiel 22 

Kopplung eines artefiziellen 13 Aminosauren langen, in vivo biotinylierfahigen Peptids, 
fiber einen Linker bestehend aus der Aminosaurenfolge H-H-H-H-H-H-A-A-A an den 
C-Terminus der thermostabilen Lumazinsynthase ansAquifex aeoliciis 

A) Das Gen ftir die synthetische Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus wurde analog Beispiel 
21 unter Verwendung der Polymerasekettenreaktion und der synthetischen Oligonukleotide 
EcoRI-RBS-2 (siehe Beispiel 2 A)) und AOUI-C-HIS^-Notl (5' tat tat tat age ggc age atg 
gtg gtg atg gtg atg teg gag aga ctt gaa taa gtt tgc 3') aus dem Plasmid pNCO-AA-LuSy 
(siehe Beispiel 20) amplifiziert. Das Oligonukleotid AQUI-C-HIS6-NotI ist an seinem 3'- 
Ende komplementar zum Gen fur die Lumazinsynthase und fuhrt unmittelbar hinter dem 
letzten kodierenden Basentriplett der Lumazinsynthase eine Sequenz, kodierend fur 6 
Histidinmolekiile und eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease NotI 
(GC*GGCCGC) ein. Diese Erkennungssequenz wird in drei Alaninmolekule translatiert. 
Die Durchfuhrung der PGR erfolgte analog Beispiel 1 A). 

B) Der PCR-Ansatz wurde gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment mit einer Lange 
von 53 1 bp erhalten wurde, gereinigt. 

C) Das gereinigte DNA-Fragment aus B) wurde mit der Restriktionsendonuklease NotI analog 
Beispiel 8 F) verdaut und anschliefiend gemaB Beispiel 1 B) gereinigt. 

D) Das gereinigte DNA-Fragment aus C) wurde analog Beispiel 8 H) mit der Restriktions- 
endonuklease EcoRI behandelt und ein Fragment mit der Lange von 516 bp erhalten. 
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E) Der Expressionsvektor wurde gemali Beispiel 21 E) vorbereiiet. 

F) Die vveiiere Verarbeitung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis J), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm y^h\-pNCO-HIS6-C-Biotag-AA-LuSy erhalten wurde. 

G) Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach Beispiel 1 R). Nach der Zentrifugation wurde der 
klare Uberstand verworfen und mit dem verbliebenen Riickstand weitersearbeitet. 

H) Der unlosliche Ruckstand aus G) vvurde in 50 ml NTA-Puffer A (50 miVI Na-Phosphat- 
Puffer pH 8,0, 300 mM NaCI, 0,02 % Na-Azid, 6 M Guanidiniumhydrochlorid) wahrend 
24 Stunden unter Ruhren bei Raumtemperatur inkubiert. Es folete eine Zentrifusation 
(Sorvall SS34-Rotor, 15000 Umin 20 20 min). Der Uberstand wurde dekantiert und 
mit 6 ml Ni-NTA-Agarose (Quiagen, Hilden) versetzt und iiber Nacht unter umschwenken 
inkubiert (20 **C). AnschlieBend wurde die Suspension einer Zentrifugation unterworfen 
(800 g, 20 10 min). Der Uberstand wurde dekantiert. Der Ruckstand wurde in 10 ml 
NTA-Puffer-A aufgenonunen und 15 min unter umschwenken bei 20 inkubiert. Nach 
Zentrifugation (s.o.) und Abnahme des Uberstandes wurde der Ruckstand in 10 ml NTA- 
Puffer-B (8 M Hamstoff, 100 mM Na-Phosphat-Puffer, 10 mM Tris pH 6,3) flir 15 min bei 

20 inkubiert und weiterverarbeitet (s.o.). Der Vorgang woirde ein zweites Mai 
wiederholt. AnschlieBend wurde der Ruckstand zweimal mit je 1 0 ml NTA-Puffer-C (8 M 
Hamstoff, 100 mM Na-Phosphat-Puffen 10 mM Tris pH 5,9) behandelt. Zum Schlufi 
wurde der Ruckstand zweimal mit je 10 ml NTA-Puffer-D (8 M Hamstoff, 100 mM Na- 
Phosphat-Puffer, 10 mM Tris pH 4.5) gewaschen. Die Verunreinigungen konnten mit 
NTA-Puffer-B entfemt werden, das Zielprotein wxirde mit NTA-Puffer-C bzw. D eluiert. 
Auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel (nach Neutralisation) gemaB Beispiel 1 M) 
konnte nur noch eine singulare Bande bei 19,3 kDa beobachtet werden. 

Beispiel 23 

Kopplung eines artefizieilen 13 Aminosauren iangen, in vivo biotinylierfahigen Peptids, 
uber einen Linker bestehend aus den Aminosauren H-H-H-H-H-H-G-G-S-G-A-A-A an 
den C-Terminus der thermostabilen Lumazinsynthase 2ius Aquifex aeolicus 
A) Das Gen fiir die syntheiische Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus wurde analog Beispiel 

21 unter Verwendung der Polymerasekenenreaktion und der synthetischen Oligonukleotide 
EcoRI-RBS^2 (siehe Beispiel 2 A)) und AOUl-C-HIS ^ -GLY^-SER-GLY-Notl (5' tat tat tat 
age ggc cgc gcc aga acc gcc atg gtg gtg atg gtg atg teg gag aga cii gaa taa gtt tgc 3 ') aus 
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dem Plasmid pNCO-AA-LuSy (siehe Beispiel 20) amplifiziert. Das Oligonukleotid AQUI- 
C-HIS6-GLY2-SER-GLY-Notl ist an seinem 3'-Ende komplementar zum Gen flir die 
Lumazinsynthase, fuhrt unmittelbar hinier dem letzten kodierenden Basentriplett der 
Lumazinsynthase eine Sequenz, kodierend fur fur das Peptid H-H-H-H-H-H-G-G-S-G, und 
eine Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease NotI (GC*GGCCGC) ein. Diese 
Erkennungssequenz wird in drei Alaninmoleklile translatiert. Die Durchfuhrung der PGR 
erfolgte analog Beispiel 1 A). 

B) Der PCR-Ansatz wurde gemali Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment mit einer Lange 
von 543 bp erhalten wurde, gereinigt. 

C) Das gereinigte DNA-Fragment aus B) wurde mit der Restriktionsendonuklease NotI analog 
Beispiel 8 F) verdaut und anschlieBend gemaB Beispiel 1 B) gereinigt. 

D) Das gereinigte DNA-Fragment aus C) wurde analog Beispiel 8 H) mit der Restriktions- 
endonuklease EcoRI behandelt und ein Fragment mit der Lange von 528 bp erhalten. 

E) Der Expressionsvektor wurde gemaB Beispiel 21 E) vorbereitet. 

F) Die weitere Verarbeitung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis L), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm XLl'pNCO'HISd-GLYI-SER-GLY'C'Biotag'AA-LuSy erhalten wurde. 

G) Die weitere Verarbeitxmg erfolgte gemaB Beispiel 22 G) bis H) wobei ein vergieichbares 
Ergebnis erzielt wurde. 

Beispiel 24 

Herstellung eines chimaren Proteins bestehend aus einem Teil der Lumazinsynthase aus 
Bacillus siibtilis und einem Teil der thermostabilen Lumazinsynthase aus Aquifex 
aeolicus 

A) Ein Teil des Gens fiir die Lumazinsynthase aus Bacillus sub tils wurde unter Verwendung 
der Polymerasekettenreaktion und der synthetischen Oligonukleotide EcoRI-RBS-2 (siehe 
Beispiel 2 A)) und BS-LuSv-Agel (5' tat tat tat ;xac egg rat ttc aaa tgc gcc 3') aus dem 
Plasmid pNCO-BS-LuSy (siehe Beispiel 1) amplifiziert. Das Oligonukleotid BS-LuSy- 
Agel ist an seinem 3'-Ende komplementar zum 

eine Erkennungssequenz far die Restriktionsendonuklease Agel (A*CCGGT) in die DNA- 
Sequenz ein. Die Durchfuhrung der PGR erfolgte analog Beispiel 1 A). 



ERSATZBLATT (KEGEL 26) 



wo 00/53229 PCT/EPOO/01 899 

81 

B) Der PCR-Ansatz wairde gemafi Beispiel 1 B.), wobei ein DNA-Fragmeni mil einer Lange 
von 225 bp erhallen wurde, gereinigt. Das gereinigte DNA-Fragment aus B) wurde mit der 
Restriklionsendonukiease Aael verdaul. 

30,0 ul DNA-Fragmenie aus C) 
4,0 Agel [8 U] 

10,0 |al Puffer 1 (10 X) |I0 miVI Bis-Tris-Propane-HC). 10 mM MgCU, I mM DTT. pH 7.0] 

56,0 [x\ H20bidcsi 

Der Ansatz wurde 180 min bei 25 inkubiert und wie unter B) beschrieben 
gereinigt und zum Verdau mit der Restriktionsendonuklease EcoRI eingesetzt. 

C) Verdau des gereinigten Fragmentes aus B) mit der Restriktionsendonuklease EcoRI. 

30,0 ^il DNA-Fragment aus B) 

3,0 Kil EcoFU [60 U] 
20,0^1OPAU(10x) 
47,0 1^1 H.Obidest 

Der Ansatz wurde 180 min bei 37 inkubiert und das entstanden DNA-Fragment wie unter 
Beispiel 1 B) beschrieben gereinigt. 

D) Das Plasmid PNCO-AA-LuSy (30 5 ug] wurde analog B) und C) behandelt und an- 
schlieUend gemaO Beispiel 1 B) gereinigt, wobei ein DNA-Fragment mit einer Lange von 
3676 bp erhalten wurde. 

E) Die weitere Verarbeitung erfolgte analog Beispiel 1 E) bis L), wobei der Escherichia coli 
Expressionsstamm yA^l-pNCO-BS-LuSy-Agel-AA-LuSy ^rhBhjtn wurde. 

F) Bei der Uberpriifung der Funktionalitat der Lumazinsynthase gemaB Beispiel 1 N) konnte 

eine enzvmatische Aktivitat ermittelt werden. 
.> 

G) Die Uberpriifung der Expressionsrate bzw. der GroBe der loslichen Proteine wurde analog 
Beispiel 1 M) durchgeftihrt. Im Rohextrakt des Stammes XLl- pNCO-BS-LuSy-Agel-AA- 
LuSy konnte eine signifikante Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 16,4 kDa 
beobachtet werden, die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-BS-LuSy-Agel-AA-LuSy 
Expressionsplasmid nicht zu sehen war. 

Beispiel 25 

Herstellung eines Vektors zur rekombinanten N-terminaien Fusion von Fremdpeptiden 
an die Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus (Fremdpeptide konnen auch ohne Linker 
direkt an das Tragerprotein fusioniert werden; hierfiir wird die singuiare 
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Restriktionsschnittstelle Bglll verwendet. die sich in der Sequenz des Tragerproteins 
befindet) 

A) Das Gen fiir die Lumazinsynthase aus Aqitifex cieoliciis wurde mil den Oligonukieotiden 
AOUI-1 1-BglII C5' ata ata gaa ttc att aaa gag gag aaa tta act atg cag ate rac gaa gg 3'), 
welches am 3'-Ende teilweise komplementar zum 5'-Ende der Lumazinsynthase aus 
Aquifex aeolicus isu wobei durch eine stille Mutation eine singulare Erkennungssequenz 
fiir die Restriktionsendonuklease Bglll (A'^GATCT) eingeftihrt vvird und am 5'-Ende eine 
ribosomale Bindungsstelle und eine Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease 
EcoRI einfiihrt, und AOUMO (siehe Beispiel 20 I)) aus dem Plasmid pNCO-AA-LuSy 
amplifiziert. Die PGR wurde analog Beispiel 1 A) durchgefuhrt. 

B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgie gemafi Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment 
mit einer Lange von 5 10 bp erhalten wurde. 

C) Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog Beispiel 1 B), E) bis L). Es wird das Plasmid 
pNCO'AA-Bglll'LuSy erhalten. 

D) Die Uberpriifimg der Expressionsrate bzw. der Grofie des monomeren Proteinstranges er- 
folgte analog Beispiel 1 M). Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-AA-Bglll-LuSy 
konnte eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 16,7 kDa beobachtet 
warden, die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-AA-Bglll-LuSy-Expressionspiasmid 
nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil von ca. 20 % bezogen 
auf aile loslichen Proteine (geschatzt). 

E) Die weitere Anaiytik wurde gemaB Beispiel 20 O) bis R) durchgefuhrt, wobei keine signifi- 
kanten Unterschiede zum Wildtyp-Enzym (AA-LuSy) zu beobachten waren. 

Beispiel 26 

Herstellung eines Vektors zur C-terminalen Fusion von Fremdpeptiden an die 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus 

A) Das Gen fiir die Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus wurde mit den Oligonukieotiden 
EcoRI-RBS-2 (siehe Beispiel 2 A)) und AOUI-10-(BamHD (5' tat tat gga tec teg gag aga 
ctt gaa taa gtt tgc 3'), welches am 3'-Ende komplementar zum 3'-Ende der 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus isi und unmittelbar hinter dem letzten kodierenden 
Basentriplett eine singulare Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease BamHI 
(G*GATCC) einfiihrt (das, in der urspriinglichen Sequenz enthaltene Stopcodon wird 
aufgeiost: als neues Stopcodon dient ein. in der Vektorsequenz vorhandenes Stopcodon), 
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aus dem Plasmid pNCO-AA-LuSy amplifizien. Die PCR wurde analog Beispiel 1 A) 
durchgefuhrt. 

B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte gemaB Beispiel 1 B). wobei ein DNA-Fragment 
mit einer Lange von 507 bp erhalien wurde. 

C) Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog Beispiel 1 B), E) bis L). Es wird das Plasmid 
pNCO-AA'LuSy'(BamHl) erhalten. 

D) Die Uberpriifiing der Expressionsrate bzw. der GrolJe des monomeren Proteinstranges er- 
folgte analog Beispiel 1 M). Im Rohexirakt des Stammes XLl-pNCO-AA-LuSy-(BamHI) 
konnte eine Proteinbande mit einem Molekulareewicht von ca. 17,8 kDa beobachtet 
werden, die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-AA-LuSy-(BamHI)- 
Expressionsplasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil 
von ca. 20 % bezogen auf alle loslichen Proteine (geschatzt). 

E) Die weitere Analytik vsmrde gemaB Beispiel 20 O) bis R) durchgefuhrt, wobei keine signifi- 
kanten Unterschiede zum Wildtyp-Enzym (AA-LuSy) zu beobachten waren. 

Beispiel 27 

Herstellung eines Vektors zur gleichzeitigen N- und C-terminalen Fusion von 
Fremdpeptiden an die Lumazinsynthase aus Aquifex aeoliciis 

A) Das Gen fiir die Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus wurde mit den Oligonukleotiden 
EcoRI-RBS-2 (siehe Beispiel 2 A)) und AOUI-lO-fBamHI) (siehe Beispiel 26), aus dem 
Plasmid pNCO-AA-Bglll-LuSy amplifiziert. Die PCR wurde analog Beispiel 1 A) 
durchgefuhrt. 

B) Die Reinigung des PCR-Ansatzes erfolgte gemaB Beispiel 1 B), wobei ein DNA-Fragment 
mit einer Lange von 507 bp erhalten wurde. 

C) Die weitere Vorgehensweise erfolgte analog Beispiel 1 B), E) bis L). Es wird das Plasmid 
pNCO-AA'BglII-LuSy-{BdC[nR\) erhalten. 

D) Die Uberpriifung der E.xpressionsrate bzw. der GroBe des monomeren Proteinstranges er- 
folgte analog Beispiel 1 M). Im Rohextrakt des Stammes XLl-pNCO-AA-Bglll-LuSy- 
(BamHI) konnte eine Proteinbande mil einem Molekulargewicht von ca. 17,8 kDa 
beobachtet werden. die in einem Vergleichsstamm ohne pNCO-AA-Bglll-LuSy-(BamHI)- 
Expressionsplasmid nicht zu sehen war. Die beobachtete Bande entsprach einem Anteil 
von ca. 20 % bezogen auf alle loslichen Proteine ( geschatzt). 
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E) Die weitere Analytik wurde gemaB Beispiel 20 O) bis R) durchgeftihrt, wobei keine signifi- 

kanten Unterschiede zum Wildiyp-Enzym i^AA-LuSy) zu beobachten waren. 
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Patentanspruche 

1. Protein-Konjugat. bestehend aus mindestens einem Funktionsbereich an 
einer beliebigen Position der Sequenz eines Tragerproteinbereichs zur 
Ausbildung einer Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ. so daB 
deren Aulienperipherie mit einer Vielzahl dieser Funktionsbereiche kovalent 
verknupft ist. 

2. Rekonnbinant herstellbares Protein-Konjugat. bestehend aus mindestens 
einem Funktionsproteinbereich am N-Terminus und/oder C-Terminus 
und/oder inseriert in eine Schleifenregion der Sequenz eines 
Tragerproteinbereichs zur Ausbildung einer Kapsid-Raumstruktur vom 
Lumazinsynthase-Typ, so dali deren AulSenperipherie mit einer Vielzahl der 
Funktionsproteinbereiche kovalent verknupft ist. 

3. Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Tragerproteinbereich eine Aminosauresequenz - ausgewahit aus einer 
Sequenzmenge - aufweist, die sich dadurch ergibt, daR man fur jede 
Aminosaureposition in der Sequenz einer vorbestimmten nativen 
Lumazinsynthase eine Aminosaure oder eine Deletion aus der 
entsprechenden Position eines Alignments der vorbestimmten 
Lumazinsynthase-Sequenz mit mindestens einer nativen Lumazinsynthase- 
Sequenz eines anderen Organismus auswahlt. 

4. Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet. dali der 
Tragerproteinbereich die Sequenz einer nativen Lumazinsynthase aufweist. 

5. Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2 dadurch gekennzeichnet, daS der 
Tragerproteinbereich die Sequenz einer thermostabilen nativen 
Lumazinsynthase aufweist. 

6. Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2 dadurch gekennzeichnet. daS die 
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thermostabile native Lumazinsynthase die Proteinsequenz der 
Lumazinsynthase aus einem hyperthermophilen Mikroorganismus, 
insbesonders aus Aquifex aeolicus aufweist. 



Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2. dadurch gekennzeichnet, daS der 
Tragerproteinbereich aus einer Mischsequenz bestehend aus den 
Aminosaurenpositlonen 1-60 der nativen Lumazinsynthase aus einem 
mesophilen Organismus, bezogen auf Bacillus subtHis, und den 
Aminosaurenpositionen 61-154 der nativen Lumazinsynthase aus einem 
hyperthermophilen Mikroorganismus, bezogen auf Aquifex aeolicus, 
aufgebaut ist. 

Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daU der 
Tragerproteinbereich aus einer beliebigen Sequenz besteht. wobei die 
Hauptkette dieser Sequenz in a-Heiix und B-Faltblatt-Motiven faltet. wobei 4 
ft-Segmente ein paralleles. zentrales 4-strangiges R-Faitblatt bilden und 
wobei das zentrale 4-stranglge (S-Faltblatt auf beiden Seiten von jeweils 2 a- 
Helices flankiert wird. so dali sich 5 Einheiten dieser a-SMotive zu einer 
pentameren Struktur zusammenlagern, wobei der N-Terminus einer jeden 
Einheit in der benachbarten Einheit das funfte B-Segment zum zentralen 4- 
strangigen B-Faltblatt bilden kann. wobei 12 dieser pentameren 
Unterstrukturen sich zusammenlagen und die ikosaedrische Struktur einer 
Lumazinsynthase bilden und die N- und C-Termini der beliebigen Sequenz 
mit den oben beschriebenen Strukturmerkmalen sich an der Oberflache des 
gebildeten Ikosaeders befinden, und wobei die beliebige Sequenz 
vorzugsweise aus dem Vergleich einer Sequenzmenge verschiedener, d.h. 
aus verschiedenen Organismen stammenden Lumazinsynthasesequenzen, 
insbesondere unter Verwendung von Suchalgorithmen nach Altschul et al. 
(1997), gewonnen werden. 

Protein-Konjugat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Tragerproteinbereich eine Sequenz einer nativen Lumazinsynthase aufweist, 
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bei der mindestens eine Cysteineinheit durch eine andere Aminosaure 
ausgetauscht oder deletiert ist oder chemisch modifiziert ist. 

10. Protein-Konjugat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daft erne 
Cysteineinheit an einer der Position 93 und/oder der Position 139 der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis entsprechenden Position deletiert ist 
Oder gegen eine andere Aminosaure. vorzugsweise Serin, ausgetauscht ist. 

11. Protein-Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet. dali der Tragerproteinbereich und der 
Funktionsproteinbereich uber ein Linkerpeptid miteinander verknupft sind. 

12. Protein-Konjugat nach einem der Anspruche 2 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Funktionsproteinbereich die Sequenz einer 
Dihydrofolatreduktase, eines Maltose-bindenden Proteins, eines in vivo 
biotinyiierbaren Peptids, eines Antigen-wirksamen Peptids, insbesondere aus 
einem Oberflachenprotein eines Virus, eines durch einen monoklonalen 
Antikorper erkennbaren Peptids, eines zufallig generierten Peptids, oder eine 
chemisch derivatisierbare Aminosaure, beispielsweise Cystein oder Lysin ist. 

13. Protein-Konjugat nach einem der Anspruche 2 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Tragerproteinbereich chemisch modifiziert ist. 

14. Protein-Konjugat nach einem der Anspruche 2 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Funktionsproteinbereich chemisch modifiziert. 
vorzugsweise biotinyliert ist. 

15. Heterooligomeres Protein-Konjugat bestehend aus Mischungen von 
mindestens zwei unterschiedlichen Protein-Konjugaten nach einem der 
Anspruche 1 bis 14 oder von mindestens einem Protein-Konjugat nach einem 
der Anspruche 1 bis 14 und mindestens einem Tragerproteinbereich ohne 
Funktionsproteinbereich mit einer Sequenz gemaG einem der Anspruche 3 
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bis 8, wobei die einzelnen Proteine gegebenfalls durch chemische 
Behandlung miteinander kovalent verknupft sind. 



16. Verfahren zur Herstellung eines Protein-Konjugats nach Anspruch 1, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte. 

a) Isolierung einer Lumazinsynthase aus einem Wild-Typ oder einem 
rekombinanten Organismus (Tragerprotein); 

b) Chemische Kopplung von Funktlonsmolekulen an das Tragerprotein; 

c) Reinigung des Protein-Konjugats. 

17. Verfahren zur Herstellung eines Protein-Konjugats oder eines 
heterooligomeren Proteins nach einenn der Anspruche 2 bis 14, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte, 

a) Herstellung einer ersten DNA, die fur den Tragerproteinbereich kodiert; 

b) das Fusionieren von mindestens einer zweiten DNA, die fur den 
Funktionsbereich und gegebenenfalls fur das Linkerprotein kodiert mit dem 5 - 
Ende und/oder dem 3 -Ende der ersten DNA und/oder Inserieren der zweiten 
DNA in einem fur eine Schleifenregion des Tragerproteinbereichs 
kodierenden Region der ersten DNA unter Bildung einer artefiziellen DNA.; 

c) Umwandlung der artefiziellen DNA der Stufe b) In ein Expressionsplasmid; 

d) Transformation von Wirtszellen mit einem oder mehreren der in Stufe 
c) erhaltenen Expressionsplasmiden; 

e) Expression der artefiziellen DNA in den transformierten Wirtszellen unter 
Bildung eines Proteinkonjugats, gegebenenfalls unter der Einfuhrung einer 
vorbestimmten posttranslationalen Modifikation des Protein-Konjugats in vivo, 
vorzugsweise durch Phosphorylierung. Glycosylierung oder Biotinylierung; 

f) Reinigung des Protein-Konjugats; 

g) gegebenenfalls Modifizierung des Protein-Konjugats durch chemische 
Kopplung von Aminosaurenresten auf der Proteinoberflache einer aus dem 
Protein-Konjugat gebildeten Kapsid-Raumstruktur mit frei bestimmbaren 
Kopplungspartnern. 
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18. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daft man ein 
heterooligomeres Protein herstellt durch 

a) Mischen verschiedener, gemafi Anspruch 16, Stufe c) und/oder Anspruch 
17, Stufe f) gewonnener Protein-Konjugate; 

b) Denaturierung der erhaltenen Mischung und c) Renaturierung der 
Mischung; oder durch 

82) Denaturierung verschiedener, gemaB Anspruch 16, Stufe c) und/oder 
Anspruch 17. Stufe 1) gewonnener Protein-Konjugate, 
bg) Mischung der denaturierten Protein-Konjugate , 
C2) Renaturierung der Mischung. 

19. Verfahren nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, da(3> man Protein- 
Konjugate einsetzt, die unter Verwendung eines faltungsunterstutzenden 
Liganden hergestellt wurden. 

20. Vektoren zur Herstellung der Protein-Konjugate nach einem der Anspriiche 2 
bis 14. 

21. DNA, die filr ein Protein gemaB Anspruch 20 kodiert. 

22. Protein, bestehend aus der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
gekennzeichnet dadurch, daQ> die Aminosaure Cystein an Position 93 gegen 
die Aminosaure Serin ausgetauscht ist. 

23. Protein, bestehend aus der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, 
gekennzeichnet dadurch. daS die Aminosaure Cystein an Position 139 gegen 
die Aminosaure Serin ausgetauscht ist. 

24. Protein, bestehend aus der Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. 
gekennzeichnet dadurch, dali die Aminosaure Cystein an den Positionen 93 
und 139 gegen die Aminosaure Serin ausgetauscht ist. 
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An die Kodon-Verwendung von Escherichia coli angepasste DNA zur 
Herstellung der Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus in einem 
rekombinanten Escherichia coli - Stamm. 



Protein, bestehend aus der Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus, zur 
Verwendung als Tragerprotein gemali Anspruch 1 . 

Chinnares Protein, bestehend aus den Aminosauren 1-60 der 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtHis und den Aminosauren 61-154 der 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus, zur Verwendung als Tragerprotein 
gemaB Anspruch 1 . 

Vektor zur Herstellung von Protein-Konjugaten nach Anspruch 12. 
gekennzeichnet dadurch, daB sich der Funktions-DNA-Anteil am 5 -Ende des 
Tragerproteingens vom Lumazinsynthase-Typs befindet, wobei das 
fusionierte Gen fur ein artefizielles Protein kodiert. welches einen 
Funktlonsproteinbereich. einen Tragerproteinbereich zur Ausblldung einer 
Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ und optional ein 
Linkerpeptid enthalt. und wobei der Funktionsproteinbereich und das 
Linkerpeptid sich am N-Terminus des Tragerproteinbereichs befinden. und 
wobei der Vektor folgende Bestandteile enthalt: 

a) ein DNA-Fragment, kodierend fur einen Tragerproteinbereich zur 
Ausbildung einer Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ ; 

b) ein D N A-Fragment. kodierend fur einen beliebigen 
Funktionsproteinbereich; 

c) optional: ein DNA-Fragment kodierend fur ein Linkerpeptid. 

Ein Vektor nach Anspruch 28. gekennzeichnet dadurch. dali er das Gen fiir 
die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, kodierend fur den 
Tragerproteinbereich. das Gen fur die Dihydrofolatreduktase aus Escherichia 
coli, kodierend fur den Funktionsproteinbereich und als Linkerpeptid ein DNA- 
Fragment kodierend fur ein Tripeptid bestehend aus der Aminosaure Alanin 
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enthalt. 

Ein Vektor nach Anspruch 28, gekennzeichnet dadurch, daE er das Gen fur 
die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, kodierend fiir den 
Tragerproteinbereich, das Gen fur das 'Maltose bindende Protein* aus 
Escherichia coli, kodierend fur den Funktionsproteinbereich und als 
Linkerpeptid ein DNA-Fragment, kodierend fur die Aminosaurensequenz 
SNNNNNNNNNNLGIEGRISEFAAA enthalt. 

Vektor zur Herstellung von Protein-Konjugaten nach Anspruch 12, 
gekennzeichnet dadurch, daB sich der Funktions-DNA-Anteil am 3 -Ende des 
Tragerproteingens vom Lumazinsynthase-Typs befindet, und wobei das 
fusionierte Gen fiir ein artefizielles Protein kodiert, welches einen 
Funktionsproteinbereich, einen Tragerproteinbereich zur Ausbildung einer 
Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ, und optional ein 
Linkerpeptid enthalt, und wobei der Funktionsproteinbereich und das 
Linkerpeptid sich am C-Terminus des Tragerproteinbereichs befindet, und 
wobei der Vektor folgende Bestandteile enthalt: 

a) ein DNA-Fragment, kodierend fiir einen Tragerproteinbereich zur 
Ausbildung einer Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ (jeweils 
ohne Stop-Codon); 

b) ein DNA-Fragment, kodierend fur einen beliebigen 
Funktionsproteinbereich; 

c) optional: ein DNA-Fragment kodierend fiir ein Linkerpeptid. 

Vektor nach Anspruch 31, gekennzeichnet dadurch, dali er das Gen fur die 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis. kodierend fur den 
Tragerproteinbereich, das Gen fur die Dihydrofolatreduktase aus Escherichia 
coli, kodierend fur den Funktionsproteinbereich und als Linkerpeptid ein DNA- 
Fragment kodierend fiir die Aminosauresequenz LAAAGGGG enthalt. 

Vektor nach Anspruch 31, gekennzeichnet dadurch, da(i er das Gen fiir die 
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Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus (gemali Anspruch 25) kodierend fur 
den Tragerproteinbereich und ein Genfragment. kodierend fiir den 
Funktionsproteinbereich mit der Aminosauresequenz GSVDLQPSLIS enthalt. 
Der Vektor verfugt uber eine singulare Erkennungssequenz am 5'-Ende der 
Gensequenz des Tragerproteins filr die Restriktionsendonuklease Bglll. 
wobei diese Schnittstelle fur eine Fusion von Fremdgenen an das 5'-Ende der 
Lumazinsynthase genutzt werden kann. 

34. Vektor zur Herstellung von Protein-Konjugaten nach Anspruch 12, 
gekennzeichnet dadurch, dali sich der Funktions-DNA-Anteil am 3 '-Ende des 
Tragerprotelngens vom Lumazinsynthase-Typs befindet, wobei das 
fusionierte Gen fur ein artefizielles Protein kodiert, welclies einen 
Funktionsproteinbereich, einen Tragerproteinbereich zur Ausbildung einer 
Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ, und optional ein 
Linkerpeptid enthalt, und wobei der Funktionsproteinbereich und das 
Linkerpeptid sich am C-Terminus des Tragerproteinbereichs befindet, und 
wobei der Funktionsproteinbereich in vivo biotinyiiert wird und wobei der 
Vektor folgende Bestandteile enthalt: 

a) ein DNA-Fragment. kodierend fiir einen Tragerproteinbereich zur 
Ausbildung einer Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ (jeweils 
ohne Stop-Codon); 

b) ein DNA-Fragment kodierend fur ein biotinylierbares Peptid mit der 
Sequenz LGGIFEAMKMEWR. wobei die Aminosaure Lysin in vivo biotinyiiert 
wird; 

c) optional: ein DNA-Fragment, kodierend fiir ein Linkerpeptid. 

35. Ein Vektor nach Anspruch 34. gekennzeichnet dadurch, dafi er das Gen fur 
die Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis, kodierend fur den 
Tragerproteinbereich, und ais Linkerpeptid ein DNA-Fragment, kodierend fiir 
ein Tripeptid bestehend aus der Aminosaure Alanin enthalt. 

36. Ein Vektor nach Anspruch 34. gekennzeichnet dadurch, daS er das an die 
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Kodon-Verwendung von Escherichia coli angepasste Gen, kodierend fiir die 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus nach Anspruch 25 ais 
Tragerproteinbereich, und als Linkerpeptid ein DNA-Fragment, kodierend fiir 
ein Tripeptid bestehend aus der Aminosaure Alanin enthalt. 

37. Ein Vektor nach Anspruch 34, gekennzeichnet dadurch, daB er das an die 
Kodon-VenA^endung von Escherichia coli angepasste Gen, kodierend fur die 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus nach Anspruch 25 als 
Tragerproteinbereich, und als Linkerpeptid ein DNA-Fragment, kodierend fur 
Peptid, bestehend aus der Aminosaurensequenz HHHAAA enthalt 

38. Ein Vektor nach Anspruch 34 gekennzeichnet dadurch, daB er das an die 
Kodon-Verwendung von Escherichia coli angepasste Gen, kodierend fur die 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus nach Anspruch 25 als 
Tragerproteinbereich, und als Linkerpeptid ein DNA-Fragment, kodierend fur 
Peptid. bestehend aus der Aminosaurensequenz HHHHHHGGSGAAA 
enthalt 

39. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12, 
gekennzeichnet dadurch, daB sich der Funktions-DNA-Anteii am 5'-Ende des 
Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtHis befindet, wobei der Funktions- 
DNA-Anteil fiir ein antigen wirksames Peptid aus dem VP2- 
Oberflachenprotein des 'Mink enteritis Virus' kodiert und das fusionierte Gen 
fur ein artefizielles Protein kodiert, welches einen Funktionsproteinanteil und 
einen Tragerproteinanteil enthalt und wobei der Funktionsproteinanteil sich 
am N-Terminus der Lumazinsynthase befindet und wobei der Vektor folgende 
Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtiiis; 

b) Peptidkodierende DNA am S'-Ende des Lumazinsynthasegens. Das 
Fremdpeptid besitzt die Sequenz MGDGAVQPDGGQPAVRNER 

40. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12 
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gekennzeichnet dadurch, daR sich der Funktions-DNA-Anteil am 3'-Ende des 
Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis befindet, wobei der Funktions- 
DNA-Anteil fur ein antigen wirksames Peptid aus dem VP2- 
Oberflachenprotein des 'Mink enteritis Virus' kodiert und wobei das fusionierte 
Gen fur ein artefizielles Protein kodiert, welches einen Funktionsproteinanteil 
und einen Tragerproteinanteil enthalt. wobei der Funktionsproteinanteil sich 
am C-Terminus der Lumazinsynthase befindet und wobei der Vektor folgende 
Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtilis (ohne Stop-Codon), 

b) Peptidkodierende DNA am 3-Ende des Lumazinsynthasegens. Das 
Fremdpeptid besitzt die Sequenz GDGAVQPDGGQPAVRNER. 

41. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12. 
gekennzeichnet dadurch. daB sich der Funktions-DNA-Anteil am 5'-Ende und 
am 3'-Ende des Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis befindet und der 
Funktions-DNA-Anteil fur ein antigen wirksames Peptid aus dem VP2- 
Oberflachenprotein des 'Mink enteritis Virus' kodiert und das fusionierte Gen 
fur ein artefizielles Protein kodiert. welches einen Funktionsproteinanteil und 
einen Tragerproteinanteil enthalt, und wobei der Funktionsproteinanteil sich 
sowohl am N-Terminus als auch am C-Terminus der Lumazinsynthase 
befindet und wobei der Vektor folgende Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtilis (ohne Stop-Codon). 

b) Zwei peptidkodierende Sequenzen am 5'- und am 3*-Ende des 
Lumazinsynthasegens. Das Peptid am N-Terminus besitzt die Sequenz 
MGDGAVQPDGGQPAVRNER. das Peptid am C-Terminus die Sequenz 
GDGAVQPDGGQPAVRNER. 



42. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12 
gekennzeichnet dadurch. da(i sich der Funktions-DNA-Bereich am 5'-Ende 
des Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis befindet und der Funktions- 
DNA-Anteil fur ein Oktapeptid (FLAG-Peptid) kodiert. welches durch einen 
monoklonalen Antikorper (vorzugsweise Anti-FLAG-M2; IBI E.coli FLAG® 
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Expression System, Integra Biosciences. Fernwald) erkannt wird. wobei das 
fusionierte Gen fiir ein artefizielles Protein kodiert, welches einen 
Funktionsproteinbereich und einen Tragerproteinbereich enthalt und wobei 
sich der Funktionsproteinbereich am N-Terminus der Lumazinsynthase 
befindet und wobei der Vektor folgende Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtilis; 

b) Peptidkodierende DNA am 5'-Ende des Lumazinsynthasegens. Das 
Fremdpeptid besitzt die Sequenz MDYKDDDDK; 

c) DNA, kodierend fiir ein Linkerpeptid mit der Sequenz VKL. 

43. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12, 
gekennzeichnet dadurch, daS sich der Funktions-DNA-Bereich am S'-Ende 
des Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis befindet, wobei der Funktions- 
DNA-Anteil fur ein Hexapeptid (His-6Peptid) kodiert, welches durch einen 
monoklonalen Antikorper (vorzugsweise Penta-His™ Antibody; Quiagen. 
Hilden) erkannt wird, und wobei das fusionierte Gen fur ein artefizielles 
Protein kodiert, welches einen Funktionsproteinbereich und einen 
Tragerproteinbereich enthalt, und wobei der Funktionsproteinbereich sich am 
C-Terminus der Lumazinsynthase befindet, und wobei der Vektor folgende 
Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtilis ohne Stopkodon. 

b) Peptidkodierende DNA am 3-Ende des Lumazinsynthasegens. Das 
Fremdpeptid besitzt die Sequenz HHHHHH. 

44. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12, 
gekennzeichnet dadurch, daS sich der Funktions-DNA-Bereich am 3'-Ende 
des Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis befindet. wobei der Funktions- 
DNA-Bereich fiir eine artefizielle Peptidsequenz kodiert, die mit der 
Aminosaure Lysin endet. wobei die Aminosaure Lysin zur chemischen 
Kopplung von Funktionsmolektilen an den Tragerproteinbereich, verwendet 
werden (vgl. Anspruch 16 b) kann, und wobei der Funktionsproteinbereich als 
Linker (Tentakel-Linker) dient. und wobei das fusionierte Gen fiir ein 
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artefizielles Protein kodiert, welches einen Funktionsproteinbereich und einen 
Tragerproteinbereich enthalt, wobei der Funktionsproteinbereich sich am C- 
Terminus des Tragerproteinbereichs befindet und wobei der Vektor folgende 
Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtilis. 

b) Kodon fur Lysin (aaa) am 3'-Ende der artefiziellen DNA. 

c) DNA kodierend fiir ein Linkerpeptid mit der Sequenz GGGGSGGGSG. 

45. Vektor zur Produktion eines Protein-Konjugates nach Anspruch 12, 
gekennzeichnet dadurch, daB sich der Funktions-DNA-Bereich am 3*-Ende 
des Lumazinsynthasegens aus Bacillus subtilis befindet, wobei der Funktions- 
DNA-Bereich fiir eine artefizielle Peptidsequenz kodiert, die mit der 
Aminosaure Cystein endet, wobei die Aminosaure Cystein zur chemischen 
Kopplung von Funktionsmolekulen an den Tragerproteinbereich verwendet 
werden (vgl. Anspruch 16 b) kann. wobei der Funktionsproteinbereich als 
Linker (Tentakel-Linker) dient. und wobei das fusionierte Gen fiir ein 
artefizielles Protein kodiert, welches einen Funktionsproteinbereich und einen 
Tragerproteinbereich enthalt und wobei der Funktionsproteinbereich sich am 
C-Terminus des Tragetproteinbereichs befindet, und wobei der Vektor 
folgende Bestandteile enthalt: 

a) Lumazinsynthasegen aus Bacillus subtilis (ohne Stop-Codon). 

b) Kodon fiir Cystein (tgc) am 3'-Ende der artefiziellen DNA. 

c) DNA kodierend fur ein Linkerpeptid mit der Sequenz GGGGSGGGSGGG. 

46. Protein-Konjugate nach einem der Anspriiche 1 bis 15 zur Anwendung als 
Arzneistoff Oder Impfstoff. 

47. Verwendung der Protein-Konjugate nach einem der Anspriiche 1 bis 15 zur 
Herstellung eines Arzneimittels Oder eines impfstoffs. 

48. Verwendung der Protein-Konjugate nach einem der Anspriiche 1 bis 15 zur 
Herstellung von diagnostisch oder therapeutisch verwendbaren Antikorpern. 
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49. Verwendung der Protein-Konjugate nach einem der Anspriiche 1 bis 15zur 
selektiven Detektion von Antikorpern oder zur Reinigung von 
Antikopergemischen oder zur Charakterisierung von Antikorpern. 

50. Verwendung der Protein-Konjugate nach einem der Anspruche 1 bis 15 zur 
Herstellung von Proteinbibliotheken. 

51. Arzneimittel, enthaltend eine pharmakologisch wirksame Mengeeines 
Protein-Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 15. 

52. Impfstoff, enthaltend eine immunologisch wirksame Menge eines Protein- 
Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 15. 

53. Verwendung der Protein-Konjugate nach einem der Anspruche 1 bis 15 als 
Biosensor. 
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J. PGR 



(dNTP's; Oligonukleotide PNCO>Ml/C93S und PNCO-M2/RibH-3 : 
PNCO-BS-Lusy (Matrizen-DNA fiir die PGR); Taq-Polymerase) 
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Figur 12 
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(dNTP's; Fragment A und Fragment B der 1. PGR; Taq-Polymerase) 
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3. PCR 



(dNTP's; Produkt der 2. PCR; Oligonukleotide PNCO-Ml/RibH-3 : Taq- 
Polymerase) 



exponentielle Amplifikation 



lineare Amplifikation 
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AQUM 



AQUI-3 
► 



AQUI-5 
^ 



AQUI-7 
^ 



AQUI-9 



AQUI-1 1 



AQUI-2 



5' 



1. PGR; Fragment: 132 bp 



5' 
3' 



AQUM 
2. PGR; Fragment: 219 bp 



AQUl-6 



3, PGR; Fragment: 309 bp 



AQUI-8 

4. PGR; Fragment: 405 bp 



AQUMO 
5. PGR; Fragment: 476 bp 



AQUMO 



6. PGR; Fragment: 510 bp 



5' 



Gen fur die 
Lumazinsynthase aus 
Bacillus subtilis im Vektor 
pNGO-BS-LuSy 



Verdau mit EcoRl/BamHI 
Ligation 
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SEQ ID No.l: pNC0113 

Expressions vekccr z^rr UbereMpress ion von Genen in £. coii 
SEQUENCE 3420 5?; 383 A; 516 C; S28 G; 533 T; 0 OTHER.. 

CTCGAGAAJ^.T CAT]\PJ>JK?J\T TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TA.:iCAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAJVAG AGGAGAAJITT .AACCATGGGA 
GGATCCGTCG ACCTGCAGCC AAGCTTAJ^.TT AGCTGAGCTT GGACTCCTGT TGATAGATCC 
AGTAATGACC TCAGPJ\CTCC ATCTGGATTT GTTCAGAACG CTCGGTTGCC GCCGGGCGTT 
TTTTATTGGT GAGAATCCAA GCTAGCTTGG CGAGATTTTC AGGAGCTA-AG GAAGCTAAAA 
TGGAGAAAAA AJ\TCACTGGA TATACCACCG TTGATATATC CCAATGGCAT CGTAAAGAAC 
ATTTTGAGGC ATTTCAGTCA GTTGCTCA-AT GTACCTATAA CCAGACCGTT CAGCTGGATA 
TTACGGCCTT TTTAAAGACC GTAAAGA.AAJi ATAJ^GCACAA GTTTTATCCG GCCTTTATTC 
ACATTCTTGC CCGCCTGATG AATGCTCATC CGGA-ATTTCG TATGGCAJITG AAAGACGGTG 
AGCTGGTGAT ATGGGATAGT GTTCACCCTT GTTACACCGT TTTCCATGAG CAAACTGAAA 
CGTTTTCATC GCTCTGGAGT GAATACCACG ACGATTTCCG GCAGTTTCTA CACATATATT 
CGCAAGATGT GGCGTGTTAC GGTGAAAACC TGGCCTATTT CCCTAAAGGG TTTATTGAGA 
ATATGTTTTT CGTCTCAGCC AJ^TCCCTGGG TGAGTTTCAC CAGTTTTGA7 TTAAACGTGG 
CCAATATGGA CAACTTCTTC GCCCCCGTTT TCACCATGCA TGGGCAAATA TTATACGCAA 
GGCGACAAGG TGCTGATGCC GCTGGCGATT CAGGTTCATC ATGCCGTCTG TGATGGCTTC 
CATGTCGGCA GAATGCTTAA TGAATTACAA CAGTACTGCG ATGAGTGGCA GGGCGGGGCG 
TAATTTTTTT AjE^GGCAGTTA TTGGTGCCCT TAAACGCCTG GGGTAATGAC TCTCTAGCTT 
GAGGCATCAA ATAAAACGAA AGGCTCAGTC GAAAGACTGG GCCTTTCGTT TTATCTGTTG 
TTTGTCGGTG AACGCTCTCC TGAGTAGGAC AAATCCGCCG CTCTAGAGCT GCCTCGCGCG 
TTTCGGTGAT GACGGTGAAA ACCTCTGACA CATGCAGCTC CCGGAGACGG TCACAGCTTG 
TCTGTAJ^GCG GA7GCCGGGA GCAGACA-AGC CCGTCAGGGC GCGTCAGCGG GTGTTGGCGG 
GTGTCGGGGC GCAGCCATGA CCCAGTCACG TAGCGATAGC GGAGTGTATA CTGGCTTAAC 
TATGCGGCAT CAGAGCAGAT TGTACTGAGA GTGCACCATA TGCGGTGTGA AJVTACCGCAC 
AGATGCGTAA GGAGAJUIATA CCGCATCAGG CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG 
CTGCGCTCGG TCTGTCGGCT GCGGCGAGCG GTATCAGCTC ACTCAAAGGC GGTAATACGG 
TTATCCACAG AJVTCAGGGGA TAACGCAGGA AAGAACATGT GAGCA-AAAGG CCAGCAJWVG 
GCCAGGAACC GTAAA.AAGGC CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC 
GAGCATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA 
TACCAGGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGA.C CCTGCCGCTT 
ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA ATGCTCACGC 
TGTAGGTATC TCAGTTCGGT GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC 
CCCGTTCAGC CCGACC3CTG CGCCTTATCC GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAJVCCCGGTA 
AGACACGACT TATCGCCACT GGCAGCAGCC ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT 
GTAGGCGGTG CTACAGAGTT CTTGAAGTGG TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGGACA 
GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAJIGCCA GTTACCTTCG GAAJ^.GAGT TGGTAGCTCT 
TGATCCGGCA AACAAACCAC CGCTGGTAGC GGTGGTTTTT TTGTTTGCA.=. GCAGCAGATT 
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ACGCGCAGAA AAAAAGGATC TCAAGPuAG.-.T CCTT7GATCT TTTCTACGGG GTCTGACGCT 

CAGTGGAACG AAAACTCACG TTAAGGGAT7 T7GGTCATGA GATTATCAAA AAGGATCTTC 

ACCTAGATCC TTTTAAATTA AAAi^.T G.^J^.GT TTTAA-ATCAA TCTAAAGTAT ATATGAGTAA 

ACTTGGTCTG ACAGTTACCA ATGCTTAP.TC AGTGAGGCAC CTATCTCAGC GATCTGTCTA 

TTTCGTTCAT CCATAGCTGC CTGACTCCCC GTCGTGTAGA TAACTAGGA.T ACGGGAGGGC 

TTACCATCTG GCCCCAGTGC TGCAATGATA CCGCGAGACC CACGCTCACC GGCTCCAGAT 

TTATCAGCAA TAAACCAGCC AGCCGGAAGG GCCGAGCGCA GAAGTGGTCC TGCAACTTTA 

TCCGCCTCCA TCCAGTCTAT TAATTGTTGC CGGGAAGCTA GAGTAAGTAG TTCGCCA.GTT 

AATAGTTTGC GCAACGTTGT TGCCATTGCT ACAGGCATCG TGGTGTCACG CTCGTCGTTT 

GGTATGGCTT CATTCAGCTC CGGTTCCCAA CGATCA-AGGC GAGTTACATG ATCCCCCATG 

TTGTGCAAAA AAGCGGTTAG CTCCTTCGGT CCTCCGATCG TTGTCAGAAG TAAGTTGGCC 

GCAGTGTTAT CACTCATGGT TATGGCAGCA CTGCATAJVTT CTCTTACTGT CATGCCA.TGC 

GTAAGATGCT TTTCTGTGAC TGGTGAGTAC TCAACCAAGT CATTCTGAGA ATAGTGTATG 

CGGCGACCGA GTTGCTCTTG CCCGGCGTCA ATACGGGATA ATACCGCGCC ACATAGCAGA 

ACTTTAATU^G TGCTCATCAT TGGAAAACGT TCTTCGGGGC GAAAACTCTC AAGGATCTTA 

CCGCTGTTGA GATCCAGTTC GATGTAACCC ACTCGTGCAC CCAACTGATC TTCAGCATCT 

TTTACTTTCA CCAGCGTTTC TGGGTGAGCA AAAACAGGAA GGCAAAATGC CGCAAAAAAG 

GGAATAAGGG CGACACGGAA ATGTTGAATA CTCATACTCT TCCTTTTTCA ATATTATTGA 

AGCATTTATC AGGGTTATTG TCTCA.TGAGC GGATACATAT TTGAATGTA.T TTAGAAA-AAT 

AAACAAATAG GGGTTCCGCG CACATTTCCC CGAAAAGTGC CACCTGACGT CTAAGAAACC 

ATTATTATCA TGACATTAAC CTATAAAAJIT AGGCGTATCA CGAGGCCCTT TCGTCTTCAC 



// 



SEQ ID No. 2: p602/-CAT 

Expressionsvektcr zur Oberexpression von Genen in E. ccii und B. subtilis 
SEQUENCE: 5302 BF; 1502 A; 1208 C; 962 G; 1630 T; 0 OTHER.. 



GAATTAATTC 


CTCGAGGCTG 


GCATCCCTAJ^ 


CATATCCGAA 


TGGTTACTTA 


AACAACGGAG 


GACTAGCGTA 


TCCCTTCGCA 


TAGGGTTTGA 


GTTAGATAAA 


GTATATGCTG 


AACTTTCTTC 


TTTGCTCAAA 


GAJi".TCATAAA 


AAJVTTTATTT 


GCTTTCAGGA 


AAATTTTTCT 


GTATAATAGA 


TTCAAATTGT 


GAGCGGATAA 


CAA.TTTGAAT 


TCATTAAAGA 


GGAGAAATTA 


ACTATGAGGG 


GATCCGTCGA 


CCTGCAGCCA 


AGCTTAGCTA 


GCTAGAGCTT 


GGCGAGATTT 


TCAGGAGCTA 


AGGAAGCTAJl 


AATGGAGAAjC. 


AAAATCACTG 


GATATACCAC 


CGTTGATATA 


TCCCAATGGC 


ATCGTAAAGA 


ACATTTTGAG 


GCATTTCAGT 


C.AGTTGCTCA 


ATGTACCTAT 


AACCAGACCG 


TTCAGACTGC 


GATGAGTGGC 


AG G G V- o vr ^3 \- 




TAAGGCAGTT 


ATTGGTGCCC 


TTAAACGCCT 


GGGGTAATGA 


CTCTCTAGCT 


TGAGGCATCA 


AAT.AAAACGA 


AJiGGCTCAGT 


CGAAAGACTG 


^ '-^ rrt rn rn m 

vjv:}v..N^ 1 1 X L,o X 


TTTATCTGTT 


GTTTGTCGGT 


GAACGCTCTC 


CTGAGTAGGA 


CAAATCCGCC 




m ^^/^ /^r^ ^^^^ 

X O ^ ^ O Vm^ w 


rw%^^rr^ ^ m ^ 
- i - OV3 1 \3t\ 


TGACGGTGAA 


AACCTCTGAC 


ACATGCAGCT 


CCCGGAGACG 


GTCACAGC'^'^ 


GTCTGTAAGC 




AGCAGhCPJKG 
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CCCGTCAGGG CGCGTCAGCG GGTGTTGGCG GG7GTCGGGG CGCAGGGATG ACCCAG7CAC 
GTAGCGATAG CGGAGTGTAT ACTGGCTT^j::. CTATGCGGCA TCAGAGCAGA TTGTACTGAG 
AGTGCACCAT ATGCGGTGTG A-AATACCGCA CAGATGCGTA AGGAGPJ^AAT ACCGCATCAG 
GCGCTCTTCC GCTTCCTCGC TCAGTGACTC GCTGGGGTCG GTCGTTCGGG TGCGGCGAGC 
GGTATCAGCT CACTCAJ^.GG CGGTA.ArACG GTTATCCACA GA.ATCAGGGG ATAACGCAGG 
AAAGAACATG TGAGCAJ^AJ^.G GCCAGCAAAA GGCCAGGAJIC CG7?JKA?J^.GG CCGCGTTGCT 
GGCGTTTTTC CATAGGCTCC GCCCCCCTGA CGAGCATCAC AJ^AAJ^.TCGAC GCTCAAGTCA 
GAGGTGGCGA AJXCCCGACAG GACTATAAAG ATACCAGGCG TTTCCCCCTG GAAGCTCCCT 
CGTGCGCTCT CCTGTTCCGA CCCTGCCGCT TACCGGATAC CTGTCCGCCT TTCTCCCTTC 
GGGAAGCGTG GCGCTTTCTC AJ^.TGCTCACG CTGTAGGTAT CTCAGTTCGG TGTAGGTCGT 
TCGCTCCAAG CTGGGCTGTG TGCACGAJ^.CC CCCCG7TCAG CCCGACCGCT GCGCCTTATC 
CGGTAACTAT CGTCTTGAGT CCAA.CCCGGT AAGACACGAC TTATCGCCAC TGGCAGCAGC 
CACTGGTAAC AGGATTAGCA GAGCGAGGTA TGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGTG 
GTGGCCTAAC TACGGCTACA CTAGAJ^GGAC AGTATTTGGT ATCTGCGCTC TGCTGAAGCC 
AGTTACCTTC GGI^JKAAP.GAG TTGGTAGCTC TTGATCCGGC AJ^CAAACCA CCGCTGGTAG 
CGGTGGTTTT TTTGTTTGCA AGCAGCAGAT TACGGGCAGA AAAJ^JLAGGAT CTCAAGAAGA 
TCCTTTGATC TTTTCTACGG GGTCTGACGC TCAGTGGAAC GAAAACTCAC GTTAAGGGAT 
TTTGGTCATG AGATTATCAA AAJ\GGATCTT CACCTAGATC CTTTTCGGTA CCGCTGATTT 
CACTTTTTGC ATTCTACAAA CTGCATA-ACT CATATGTAAA TCGCTCCTTT TTAGGTGGCA 
CAAATGTGAG GCATTTTCGC TCTTTCCGGC A^CCACTTCC AJ^GTAAAGTA TAACACACTA 
TACTTTATAT TCATAAAGTG TGTGTCCTGC GAGGCGTCCA GTGCCGACCA AAACCATAAA 
ACCTTTAAGA CCTTTCTTTT TTTTACGAGA A-AAAJ^.GAAAC AAJWWVCCT GCCCTCTGCC 
ACCTCAGCAA AGGGGGGTTT TGCTCTCGTG CTCGTTTAAA AATCAGCAAG GGACAGGTAG 
TATTTTTTGA GAAGATCACT CAAAJULATCT CCACCTTTAA ACCCTTGCCA ATTTTTATTT 
TGTCCGTTTT GTCTAGCTTA CCGAJVAGCCA GACTCAGCAA GAJ\TAAAATT TTTATTGTCT 
TTCGGTTTTC TAGTGTAJ^CG GACAJLAACCA CTCAJ^AATAA A-AAAGATACA AGAGAGGTCT 
CTCGTATCTT TTATTCAGCA ATCGCGCCCG AT7GCTGAAC AGATTAATAA TAGATTTTAG 
CTTTTTATTT GTTGAAAAAA GCTAJ^TCAJVA TTGTTGTCGG GATCAATTAC TGCAAAGTCT 
CGTTCATCCC ACCACTGATC TTTTAJITGAT GTATTGGGGT GCAAAATGCC CAAAGGCTTA 
ATATGTTGAT ATAATTCATC AATTCCCTCT ACT?CAJ\TGC GGCAJVCTAGC AGTACCAGCA 
ATAAACGACT CCGCACCTGT ACAJLACCGGT GA-ATCATTAC TACGAGAGCG CCAGCTTCAT 
CACTTGCCTC CCATAGATGA ATCCGAACCT CATTACACAT TAGAACTGCG AATCCATCTT 
CATGGTGAAC CAJ^GTGAAA CCTAGTTTAT CGCAATAJIAA ACCTATACTC TTTTTAATAT 
CCCCGACTGG CAJ^TGCGGGA TAGACTGTAA CA.rTCTCACG CATAAAATCC CCTTTCATTT 
TCTAATGTAA ATCTATTACC TTATTATTAA TTCA-ATTCGC TCATAATTAJ^l TCCTTTTTCT 
TATTACGCAA AATGGCCCGA TTTA-AGCACA CCCTTTATTC CGTTAJ\TGCG CCATGACAGC 
CATGATAATT ACTAJ^TACTA GGAGA^.GTTA ATAAATACGT AJ^CCAACATG ATTAACAATT 
ATTAGAGGTC ATCGTTCAAA ATGGTATGCG TTTTGACACA TCCACTATAT ATCCGTGTCG 
TTCTGTCCAC TCCTGAATCC CATTCCAGAA ATTCTCTAGC GATTCCAGAJV GTTTCTCAGA 
GTCGGAAAGT TGACCAGACA TTACGA.ACTG GCACAGATGG TCATAACCTG AAGGAAGATC 
TGATTGCTTA ACTGCTTCAG TTA.AGACCGA AGCGCTCGTC GTATAJ^.CAGA TGCGATGATG 
CAGACCAJ\TC AACATGGCAC CTGCCATTGC TACCTGTACA GTCAAGGATG GTAGAAATGT 
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1 M i i .—.'^ vTV-, v^/-. 


* • * "7* 

ill Ov^'.-. i vj;-/i 




GCTCTTCTAC 


GATAAGGGCP. 


CAAATCGCAT 


ry> rT> 




7\ ^ rp m iT» TV '~' 


CAGTTGGAtA 


CACTTTCTCT 


AAGTATCCA.C 


CTGAATCATA 


AATCGGCAAA 


ATAGAGAJ\AJl 


ATTGACCATG 


TGTAAGCGGC 


CAATCTGATT 


CCACCTGAGA 




AGTAGAATCT 


CTTCGCTATC 


AAAATTCACT 


TCCACCTTCC 




^ Ji w'^w.A.i j, Ci^ 




CTGCTTCCTC 


TGTTGACATG 


.-.CACACATCA 


rp rj-» ~> T" ^ «J1 /— > 


r^/^ T\ Ti r\ /-^ 


/-^ T, TS ri-» /— , m 
O i4> _ i i 


GACGACCAAG 


AGAGCCATAA 


ACACCAATAG 


CCTTAACATC 


ATCCCCATAT 


T T ATC C AAT A. 


TTCGTTCCTT 


AATTTCATG.A 


ACAJITCTTCA 


rti fTi y™» m >^ i^p^ ryi 


TCTAGTCATT 


7> rp rp T\ rp rp f^rr*/-' 
f. i i r-i i I V7VJ i \^ 


CATTCACTAT 


TCTCATTCCC 


TTTTCAGATA 


ATTTTAGATT 


TGCTTTTCTA 




TTTGGAGAGC 


ACCGTTCTTA 


TTCAGCTATT 


AATAACTCGT 


CTTCCTAAGC 


ATCCTTCAAT 


CCTTTTAATA 


ACAATTATAG 


CA.TCTAATCT 


TCAACA.=lACT 


»^/~» z"' rp rr^ rp 
OV^jV^'i^'w O i. 1 J. O 


TTGAACTA.CT 


CTTTAATAAA 


ATAATTTTTC 


CGTTCCCAAT 


TCCACP.TTGC 


RATAhTiKGAA 


AATCCATCTT 


CATCGGCTTT 


TTCGTCATCA 


TCTGTATGAJ^ 


TCAAATCGCC 




TCATCAAGGT 


TTAATTTTTT 


ATGTATTTCT 


TTTAACAAAC 


CACCATAGGA 


GATTAACCTT 


TTACGGTGTA 


AJ^CCTTCCTC 


CAAATCAGAC 


ijiACGTTTCA 


AATTCTTTTC 


•prv»r^ ^ m/>-» 7\ »Ti r"^ c 
i . "i^ i \^r\ i <^ O 


GTCATAAAAT 


CCGTATCCTT 


TACAGGATAT 


TTTGCAGTTT 


CGTCAATTGC 


— ^ i Ji i n 1 H 


TCCGA.TTTA.T 


ATTTATTTTT 


CGGTCGAATC 


A.TTTGAACTT 


TTACATTTGG 


ATCATAGTCT 


AJ\TTTCATTG 


CCTTTTTCCA 


AAATTGAATC 


CATTGTTTTT 


GATTCACGTA 


GTTTTCTGTA. 


TTCTTAAAAT 


AAGTTGGTTC 


CACACATACC 


AATACATGCA 


TGTGCTGATT 


ATAAGAATTA 


TCTTTA.TTA.T 


TTATTGTCAC 


TTCCGT7GCA 


CGCATAAJ^C 


CAACAAGATT 


TTTATTAATT 


TTTTTATATT 


GCATCATTCG 


GCGAAATCCT 


TGAGCCATAT 


CTGACAAACT 


CTTATTTAAT 


TCTTCGCCAT 


CATAAACATT 


TTTAACTGTT 


AATGTGAGAA 


ACAACCAACG 


AACTGTTGGC 


TTTTGTTTA-A. 


TAACTTCAGC 


AACAACCTTT 


TGTGACTGAA 


TGCCA.TGTTT 


CATTGCTCTC 


CTCCAGTTGC 


ACATTGGACA 


AAGCCTGGAT 


TTACAAAACC 


ACACTCGATA 


CAACTTTCTT 


TCGCCTGTTT 


CACGATTTTG 


TTTATACTCT 


AATATTTCAG 


CACAJITCTTT 


TACTCTTTCA 


GCCTTTTTAJ^ 


ATTCAAGAAT 


ATGCAGAAG7 


TC AAAGTAAT 


CAACATTAGC 


GATTTTCTTT 


TCTCTCCA.TG 


GTCTCACTTT 


TCCACTTTTT 


GTCTTGTCCA 


CTAA-AACCCT 


TGATTTTTCA 


TCTGAJITAAA 


TGCTACTATT 


AGGACACATA 


ATATTAAAAG 


AAACCCCCAT 


CTATTTAGTT 


ATTTGTTTAG 


TCACTTATAA 


CTTTAACAGA 


TGGGGTTTTT 


CTGTGCAACC 


AJITTTTA-AGG 


GTTTTCA-ATA. 


CTTTAAAACA 


CATACATACC 


.^ACACTTCAA 


CGCACCTTTC 


AGCAACTA-AA 


ATAAJVAATGA. 


CGTTATTTCT 


ATATGTATCA 


AGATAAGAAA 


GAACAJi.GTTC 


AAJ^CCATCA 


AAAJVAAGACA 


CCTTTTCAGG 


TGCTTTTTTT 


ATTTTATAAA 


CTCATTCCCT 


GATCTCGACT 


TCGTTCTTTT 


TTTACCTCTC 


GGTTATGAGT 


TAGTTCAAAT 


TCGTTCTTTT 


TAGGTTCTAA 


ATCGTGTTTT 


TCTTGGAATT 


GTGCTGTTTT 


ATCCTTTACC 


TTGTCTACAA 


ACCCCTTAAA 


AJ^CGTTTTTA. 


AJ^GGCTTTTA 


AGCCGTCTGT 


ACGTTCCTTA 


AG// 
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SEQ ID No. 3: pNCO-BS-Lusy 

Lumazinsynthase-Gen aus Bacillus suczilis in Escherichia ccli exprimie'rt 
SEQUENCE 3385 BP; 1040 A; ?:5 C; ?39 G; iOOl T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATT7GC7T TG7GAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAJiTT TCACACAGAA. TTCATTJ^J^AG AGGAGAJ^«ATT AJ^CCATGAAT 
ATCATACAAG GAAATTTAGT TGGTACAGGT CTTAJVAATCG GAATCGTAGT AGGAAGATTT 
AATGATTTTA TTACGAGCAA GCTGCZ3?.r^C GGAGCAGAAG A7GCGCTGCT CAGACATGGC 
GTAGACACA^ ATGACATTGA TGTGGCTrGG GTTCCAGGCG CATTTGAJLAT ACCGTTTGCT 
GCGAAAAAAA TGGCGGAAAC AJ^AA-A-AATAT GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC 
AGAGGCGCAA CGACACATTA CGATTATGTC TGCAATGAAG CTGCAAAAGG CATCGCGCAA 
GCAGCAAACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC TTTGGAJ^TTG TAACAACTGA AJ\ACATCGAA 
CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACAAAAGCG GGCAACAJs^AG GTGTAGATTG TGCTGTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT AAACCGTTCT TTCGAATAAC CATGGGGATC CGTCGACCTG 
CAGCCAAGCT TAATTAGCTG AGCTTGGACT CCTGTTGATA GATCCAGTAJ\ TGACCTCAGA ' 
ACTCCATCTG GATTTGTTCA GAACGC7CGG TTGCCGCCGG GCGTTTTTTA TTGGTGAGAJ\ 
TCCAAGCTAG CTTGGCGAGA TTTTCAGGAG CTAJIGGAAGC TA-^JW^TGGAG AJVAAAAATCA 
CTGGATATAC CACCGTTGAT ATATCCCAAT GGCATCGTAA AG.^ACATTTT GAGGCATTTC 
AGTCAGTTGC TCAATGTACC TATAACCAGA CCGTTCAGCT GGATATTACG GCCTTTTTAA 
AGACCGTAAA GAAAAATAAG CACAAG7T7T ATCCGGCCTT TATTCACATT CTTGCCCGCC 
TGATGAATGC TCATCCGGA-A TTTCGTA.TGG CA-ATGAAAGA CGGTGAGCTG GTGATATGGG 
ATAGTGTTCA CCCTTGTTAC ACCGTTTTCC A^TGAGCAAAC TGAAACGTTT TCATCGCTCT 
GGAGTGAATA CCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACAT ATATTCGCAJ^i GATGTGGCGT 
GTTACGGTGA AAJVCCTGGCC TATTTCCCTA AAGGGTTTAT TGAGAATATG TTTTTCGTCT 
CAGCCAATCC CTGGGTGAGT TTCACCAGTT TTGATTTAAA CGTGGCCAAT ATGGACAACT 
TCTTCGCCCC CGTTTTCACC ATGCA.TGGGC AJiATATTATA CGCAAGGCGA CAAGGTGCTG 
ATGCCGCTGG CGATTCAGGT TCATCA7GCC GTCTGTGATG GCTTCCATGT CGGCAGAATG 
CTTAATGAAT TACAACAGTA CTGCGA7GAG TGGCAGGGCG GGGCGTAATT TTTTTAAGGC 
AGTTATTGGT GCCCTTA-AAC GCCTGGGGTA. ATGACTCTCT AGCTTGAGGC ATCAAJ^TAAA 
ACGAAAGGCT CAGTCGAA-AG ACTGGGCCTT TCGTTTTATC TGTTGTTTGT CGGTGAACGC 
TCTCCTGAGT AGGACAAJ^.TC CGCCGCTCTA GAGCTGCCTC GCGCGTTTCG GTGATGACGG 
TGAAAACCTC TGACACATGC AGCTCCCGGA GACGGTCACA GCTTGTCTGT AAGCGGATGC 
CGGGAGCAGA CAAGCCCGTC AGGGCGCG7C AGCGGGTGTT GGCGGGTGTC GGGGCGCAGC 
CATGACCCAG TCACGTAGCG ATAGCGGAGT GTATACTGGC TTAACTATGC GGCATCAGAG 
CAGATTGTAC TGAGAGTGCA. CCATATGCGG 7GTGPJiATAC CGCACAGATG CGTAAGGAGA 
AAATACCGCA TCAGGCGCTC TTCCGCTTCC TCGCTCACTG ACTCGCTGCG CTCGGTCTGT 
CGGCTGCGGC GAGCGGTATC AGCTCACTCA AJi.GGCGGTAJV TACGGTTATC CACAGAATCA 
GGGGATA-ACG CAGGAAJ^.GAA CATG7GAGCA AA^iGGCCAGC A_^AAGGCCAG GAACCGTAAA 
AAGGCCGCGT TGCTGGCGTT TTTCCATAGG CTCCGCCCCC CTGACGAGCA TCACAAAAAT 
CGACGCTCAA GTCAGA.GGTG GCGAA.ACCCG ACAGGACTAT AJU^GATACCA GGCGTTTCCC 
CCTGGAAGCT CCCTCGTGCG CTCTCC7GTT CCGACCCTGC CGCTTACCGG ATACCTGTCC 
GCCTTTCTCC CTTCGGGAAG CGTGGCGC7T TC7CA>-TGC7 CACGCTGTAG GTATCTCAGT 
TCGGTGTAGG TCGTTCGCTC CAAGCTGGGC 7G7GTGCACG AACCCCCCGT TCAGCCCGAC 
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CGCTGCGCCT 


TATCCGGTAA 


-n rp /~ <-!-■ ^-^ T- 

- J- '-5 * w _ _ 


CCACTGGCAG 






GAGTTCTTGA 






GCTCTGCTGA 


AGCCAGTTAC 


r-« i-r» /~" ^ /*- ^ •«■,-•- 


ACCACCGCTG 




rri m rji rr> *^fcrT* 


GGATCTCAAG 


AAGATCCTTT 


^ IT^ ^ r|» r»-t rp ryi 


TCACGTTAAG 


GGATTTTGGT 




AATTAJWU^T 


GAJVGTTTTAJ^ 


ATCAJ^.TCTAA 


TACCAATGCT 


TAATCAGTGA 




GCTGCCTGAC 


TCCCCGTCGT 


GTAGATAACT 


AGTGCTGCAA 


TGATACCGCG 


r\.U v_ \j; 


CAGCCAGCCG 


GAJVGGGCCGA 


GCGCAGAAGT 


TCTATTAATT 


GTTGCCGGGA 


AGCTAGAGTA 


GTTGTTGCCA 


TTGCTACAGG 


■CATCGTGGTG 


AGCTCCGGTT 


CCCAACGATC 


A„AGGCGAGT? 


GTTAGCTCCT 


TCGGTCCTCC 


71 m f~ rn rp /— • »-ri /-» 


ATGGTTATGG 


CAGCACTGCA 


TAATTCTCTT 


GTGACTGGTG 


AGTACTCAAC 


CAJ\GTCATTC 


TCTTGCCCGG 


CGTCAATACG 


GGATAJ^TACC 


ATCATTGGAA 


AJiCGTTCTTC 


GGGGCGAJ^AA 


AGTTCGATGT 


AACCCACTCG 


TGCACCCA-AC 


GTTTCTGGGT 


GAGCAAAJ^C 


AGGAAGGCAJl 


CGGAAATGTT 


GAATACTCA.T 


ACTCTTCCTT 


TATTGTCTCA 


TGAGCGGATA 


CATATTTGAA 


CCGCGCACAT 


TTCCCCGAAA 


AGTGCCACCT 


TTAACCTATA 


AJ\AJITAGGCG 


rp 7\ rp r-» TV <^ ' — • ^ /~ 







CGACTTATCG 






CGGTGCTACA 


1 /-iv-^-— .vjrt/\ 




TGGTATCTGC 




rp rn rr» /-^ 7\ rn<^ 

OV-. * ^ 1 i vjrvx C 


CGGCAAAC/^ 






C?.GPJ\AAAAA 


ACGGGGTCTG 




GPiACGAPJkAC 


TCAJIAAAGGA 




GATCCTTTTA 


AGTATATATG 


AGTAAACTTG 


GTCTGACAGT 


TCAGCGATCT 


GTCTATTTCG 


TTCATCCATA 


ACGATACGGG 


AGGGCTTACC 


ATCTGGCCCC 


TCACCGGCTC 


CAGATTTATC 


AGCAATAAAC 


GGTCCTGCAA 


CTTTATCCGC 


CTCCATCCAG 


AGTAGTTCGC 


CAGTTAATAG 


TTTGCGCAAC 


TCACGCTCGT 


CGTTTGGTAT 


GGCTTCATTC 


ACATGATCCC 


CCATGTTGTG 


CAAAAAAGCG 


AGAAGTAAGT 


TGGCCGCAGT 


GTTATCACTC 


ACTGTCATGC 


CATCCGTAAG 


ATGCTTTTCT 


TGAGAATAGT 


GTATGCGGCG 


ACCGAGTTGC 


GCGCCACATA 


GCAGAACTTT 


AJUyVGTGCTC 


CTCTCAJ^GGA 


TCTTACCGCT 


GTTGAGATCC 


TGATCTTCAG 


CATCTTTTAC 


TTTCACCAGC 


AATGCCGCAA 


AAAAGGGAAT 


AAGGGCGACA 


TTTCAATATT 


ATTGAAGCAT 


TTATCAGGGT 


rn rT» ^ ^iT* '▼^ rf> 7\ TV 

1 0 i . i - i 


AAAATAAACA 


AJITAGGGGTT 


GACGTCTAAG 


AAACCATTAT 


TATCATGACA 


«^ rp m rrt /~» rp 

\-.0 >-, * L-Vj: i C 


TTCAC// 





SEQ ID No. 4: p602-BS-Lusy 

Expressionsvektor p602/-CAT mit Lumazinsynihase-Gen aus Bacillus subtiiis 
SEQUENCE 5767 3P; 1654 A; 1297 C; 1D73 G; 1743 T; 0 OTHER; 

GAATTAATTC CTCGAGGCTG GCATCCCTAJi CATATCCGAA TGGTTACTTA AJ^.CAACGGAG 
GACTAGCGTA. TCCCTTCGCA TAGGGTTTGA GTTAGATAJ\A- GTATATGCTG AACTTTCTTC 
TTTGCTCAAA GAATCATAAA AAATTT.ATTT GCTTTCAGGA AA-ATTTTTCT 3TATAATAGA 
TTCAAATTGT GAGCGGA.TAA CAATTTGA-AT TCATTAJ^GA GGAGAAATTA ACTATGAJVTA 
TCATACAAGG AAATTTAGTT GGTACAGGTC TTAAAATCGG AATCGTAGT.A GGAAGATTTA 
ATGATTTTAT TACGAGCAAG CTGCTGA.GCG GA,GCAGAAGA TGCGCTGCTC AGACATGGCG 
TAGACACAA-A TGACATTGAT GTGGCTTGGG TTCGP.GGCGC ATTTGAAA.TA CGGTTTGCTG 
CGAAAAAAAT GGCGGAJU^CA AAAJW^.TATG ATGCTATTAT CACATTGGGC ACTGTCA.TCA 
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GAGGCGCA.-.C GACACATTAC GATTATGrCT GCAA.TGA-AGC TGCAJiJiJiGGC ATCGCGCAAG 
CAGCAA?.CAC TACTGGTGTA CCTGTCATCT TTGGAATTGT AACAACTGAJi A-ACATCGAAC 
AGGCTATCGA GCGTGCCGGC ACAAA.AGCGG GCAJtCAAJiGG TGTAGATTGT GCTGTTTCTG 
CCATTGAA^.T GGCAAJ^CTTA A-ACCGTrCTT TCGP.ATAJ\CC ATGGGGATCC GTCGACCTGC 
AGCCAAGCTT A.GCTAGCTAG AGCTTGGCGA GATTTTCAGG AGCTAJiGGAJl GCTAJ^AATGG 
AGAAAAJW^T CACTGGATAT ACCACG37TG ATATATCCCA ATGGCATCGT AJ\AGAACATT 
TTGAGGCATT TCAGTCAGTT GCTCA--.73TA CCTATAJICCA GACCGTTCAG ACTGCGATGA 
GTGGCAGGGC GGGGCGTAAT TTTTTTA-AGG CAGTTATTGG TGCCCTTAAJ^ CGCCTGGGGT 
A.^.TGACTCTC TAGCTTGAGG CATCA-^_ATAJ\ AJ^CGAJ^JIGGC TCAGTCGAJU^, GACTGGGCCT 
TTCGTTTTAT CTGTTGTTTG TCGGTGAJ^.CG CTCTCCTGAG TAGGACAAAT CCGCCGCTCT 
AGAGCTGCCT GCCGCGTTTC GGTGATGACG GTGAJIA-ACCT CTGACACATG CAGCTCCCGG 
AGACGGTCAC AGCTTGTCTG TAAGCGGATG CCGGGAGCAG ACAAGCCCGT CAGGGCGCGT 
CAGCGGGTGT TGGCGGGTGT CGGGGCGCAG CCATGACCCA GTCACGTAGC GATAGCGGAG 
TGTATACTGG CTTAJ^CTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC ACCATATGCG 
GTGTGAAATA CCGCACA.GAT GCGTA-AGGAG AAJ^-ATACCGC ATCAGGCGCT CTTCCGCTTC 
CrCGCTCACT GACTCGCTGC GCTCGGTCGT TCGGCTGCGG CGAGCGGTAT CAGCTCACTC 
AAJ\GGCGGTA ATACGGTTA.T CCACAGAATC AGGGGA.TAAC GCAGGAAAGA ACA.TGTGAGC 
AAAAGGCCAG CAJ\AAGGCCA GGAACCGTAJ^ AAAGGCCGCG TTGCTGGCGT TTTTCCATAG 
GCTCCGCCCC CCTGACGAGC ATCACAJ^AAA TCGACGCTCA AGTCAGAGGT GGCGAAACCC 
GACAGGACTA TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGA^GC TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT 
TCCGACCCTG CCGCTTACCG GATACCTGTC CGCCTTTCTC CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT 
TTCTCAATGC TCACGCTGTA GGTATCTCAG TTCGGTGTAG GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG 
CTGTGTGCAC GAACCCCCCG TTCAGCCCGA CCGCTGCGCC TTATCCGGTA ACTATCGTCT 
TGAGTCCAAC CCGGTAAGAC ACGACTTATC GCCACTGGCA GCAGCCACTG GTAACAGGAT 
TAGCAGAGCG AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG AAGTGGTGGC CTAJICTACGG 
CTACACTAGA AGGACAGTAT TTGGTATCTG CGCTCTGCTG AAGCCAGTTA CCT7CGGAAA 
AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT CCGGCA-AACA AACCACCGCT GGTAGCGGTG GTTTTTTTGT 
TTGCAAGCAG CAGATTACGC GCAGAAAAAJV AGGATCTCAA GAJ\GATCCTT TGATCTTTTC 
TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA GGGATTTTGG TCATGAGATT 
ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCGTTTT CGGTACCGCT GA.TTTCACTT TTTGCATTCT 
ACAAACTGCA TAJ\CTCATAT GTAAA.TCGCT CCTTTTTAGG TGGCACAJ^AT GTGAGGCA.TT 
TTCGCTCTTT CCGGCAACCA CTTCCAJIGTA AJ^GTA-TAACA CACTATACTT TATATTCATA 
AAGTGTGTGT CCTGCGAGGC GTCCAGTGCC GACCAJJ^JU^CC ATAAJU^CCTT TAAGACCTTT 
CTTTTTTTTA CGAGPiAAAAA GAAACAJ^AAA AJVCC7GCCCT CTGCCACCTC AGCAAJ\GGGG 
GGTTTTGCTC TCGTGCTCGT TTAAAJ^ATCA GCA-AGGGACA GGTAGTATTT TTTGAGAAGA 
TCACTCAAAA AJiTCTCCACC TTTAAACCCT TGCCA-ATTTT TATTTTGTCC GTTTTGTCTA 
GCTTACCGAJi. AGCCAGACTC AGCAAGAATA A-AAT7TTTAT TGTCTTTCGG TTTTCTAGTG 
TAACGGACAJ\ AJ^CCACTCAJi AATAJLAAJ^AG ATACA.-.GAGA GGTCTCTCGT ATCTTTTATT 
CAGCAATCGC GCCCGA.TTGC TGAACAGATT AJ^.TAATAGAT TTTAGCTTTT TATTTGTTGA 
AAAAAGCTAJl TCA-AATTGTT GTCGGGATCA ATTAC7GCAA AGTCTCGTTC ATCCCACCAC 
TGATCTTTTA ATGATG^ATT GGGGTGCAAA A7GCCrAJ\AG GCTTAATATG TTGATATAAT 
TCATCAATTC CCTCTACTTC AJITGCGGCAA. C7AGCAGTAC CAGCAATAAA. CGACTCCGCA 
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^ • /— PTi T ^"n .■»-« 


i\ X X ^ i?.— - 


r^ <^ 




GCCTCCCATA 


GATGAATCCG 








ATCTTCATGG 


TGAACCAAAG 


TGAAACCTAG 


TTTATCGCAA 


TAAAAACCTA 


^ rp fTi rT> fT* rr* 
X /--C i -I i i i X 


AATATCCCCG 


ACTGGCAATG 


CGGGATAGAC 


TGTAJiCATTC 


Tr"n /— /~ ^ — - 




fv rprrtrp«T»/^'P T» T\ 

X i A J. W X tl/"- 


TGTAAATCTA 


TTACCTTATT 


7» rri rp ■»\ 7* 'T> "J^, "A 


TTCGCTCATA 


TX ryi 7\ ^'p^^'p'T' 


^1 rri ^ ^ 

iii.'wXx.'-:.iXri 


CGCAAAATGG 


CCCGATTTAA 


/-^ -yy r» "T-i »T» 


1 X X 1 — . - _ - .-- 






TAATTACTAA 


TACTAGGAGA 


AGTTAATAAA 


TACGTAACCA 


ACATGATTAA 


CAATTATTAG 


AGGTCATCGT 


TCAAAATGGT 


ATGCGTTTTG 


ACACATCCAC 


TATATATCCG 


rp »T> 1^ rT>rrt 
X^jiWOX i'-w-X'^ 


TCCACTCCTG 


AATCCCATTC 


CAGAAATTCT 


CTAGCGr-. _ , ^ 


CAGAAGTTTC 


TCAGAGTCGG 


AAAGTTGACC 


AGACATTACG 


AACTGGCACA 


GATGGTCATA 


ACCTGAAGGA 


r^O A i X Njr-ri i i 


GCTTAACTGC 


TTCAGTTAJ^G 


ACCGAAGCGC 


TCGTCGTATA 


^r^GATGCGA 


TGATGCAGAC 


CAATCAACAT 


GGCACCTGCC 


ATTGCTA.CCT 


GTACAGTCAA 


GGATGGTAGA 


AATGTTGTCG 


GTCCTTGCAC 


ACGAATATTA 


CGCCATTTGC 


^ ijig^ 7\ rr» ~\ rri rrt ^ 


AAACAGCTCT 


TCTACGATAA 


GGGCACAAAT 


CGCATCGTGG 


AACGTTTGGG 


rr> rn rn ^ y, 

U X X L. 1 r^. x^ v_\::r-- 


TTTAGCAGTT 


GGATACACTT 


TCTCTAAGTA 


TCCACCTGAJl 


TCATAAATCG 


GCAAA^'^-G- 


GAAAAATTGA 


CCATGTGTAA 


GCGGCCAATC 


TGATTCCACC 


TGAGATGCAT 


AATCTAGTP.G 


AATCTCTTCG 


CTATCAAAAT 


TCACTTCCAC 


CTTCCACTCA 


CCGGTTGTCC 


ATTCA X o»c:>- X 


GAJ\CTCTGCT 


TCCTCTGTTG 


ACATGACACA 


CATCATCTCA 


ATATCCGAAT 


AGGGCCCP.TC 


AGTCTGACGA 


CCAAGAGAGC 


CATAAACACC 


AATAGCCTTA 


ACATCATCCC 


CATATTTATC 


CAATATTCGT 


TCCTTAATTT 


CATGAACAAT 


CTTCATTCTT 
AGATAATTTT 


TCTTCTCTAG 
AGATTTGCTT 


TCATTATTAT 


TGGTCCATTC 


ACTATTCTCA 


TTCCCTTTTC 


TTCTAAATAA 


GAATATTTGG 


AGAGCACCGT 


TCTTATTCAG 


CTATTAATAA 


CTCGTCTTCC 


TAAGCATCCT 


TCAATCCTTT 


TAJi.TAACAAT 


TATAGCATCT 


AATCTTCAAC 


AJ\ACTGGCCC 


GTTTGTTGAA 


CTACTCTTTA 


ATAAAATAAT 


TTTTCCGTTC 


CCAATTCCAC 


ATTGCAATAA 


TAGAAJL-.TCC 


ATCTTCATCG 


GCTTTTTCGT 


CATCATCTGT 


ATGAATCAAA 


X X X i X 


CTGTGTCATC 


AAGGTTTAAT 


TTTTTATGTA. 


TTTCTTTTAA 


CAAACCACCA 


TA.GGAGATTA 


TV /— » rr» rr» m rp "\ ^ 
AUU 1 X 1 _ J-Lx-O 


GTGTAAACCT 


TCCTCCAAAT 


. CAGACAAACG 


TTTCAAATTC 


TTTTCTTCAT 


v^/\ X L.v::*jr _ x 


AJLAATCCGTA 


TCCTTTACAG 


GATATTTTGC 


AGTTTCGTCA 


ATTGCCGATT 


GTATATCCGA 


TTTATATTTA 


TTTTTCGGTC 


G7UVTCATTTG 


AACTTTTACA 


TTTGGATCAT 


AGTCTAATxT 


CATTGCCTTT 


TTCCAAAATT 


GAATCCATTG 


TTTTTGATTC 


ACGTAGTTTT 


^^iji^^ijt^ rp rT> fT> rT* 


AAAAT AAGTT 


GGTTCCACAC 


ATACCAATAC 


ATGCATGTGC 


TGATTATAAG 


AATTATCTTT 


ATTATTTATT 


GTCACTTCCG 


TTGCACGCAT 


AAAACCAACA 


AGATTTTTAT 


«ji -^^Y*^ 'X' T* T* T* 


ATATTGCATC 


ATTCGGCGAJa. 


ATCCTTGAGC 


CATATCTGAC 


AAACTCTTAT 


TTAATTCT.TC 


GCCATCATAA 


ACATTTTTAA 


CTGTTAATGT 


GAGAAACAAC 


CA-ACGAACTG 


rp rp ^ /^rrtrri rr« iT^ 
i 1 \J'sJ>w* X i i w 


TTTAATAACT 


TCAGCAACAA. 


CCTTTTGTGA 


CTGAATGCCA 


TGTTTCATTG 


X X V^V^ ^ «— ■O'aA 


GTTGCACATT 


GGACAAAGCC 


TGGATTTACA 


AAACCACACT 


CGATACA3lCT 


rp rn <^ rp rr» rp ■'^ 

i X 'w 1 J. X wO*^^ 


rrt/-%rTirprri^7\/^/^T» 
X 1 1 X V-AL-Ort 


fji 'J' T^J* "J" "J* T* 


ACTCTAATAT 


TTCAGCACAA 


X X X i i r-\v^ 1 »w 


rp rp rp tv ^ <^ rp 


TTTAAATTCA 


AGAATATGCA 


GAAGTTCA/^ 


GTAATCAACA 


TTAGCGATTT 


I'wXXlXw-^.:. 


CCATGGTCTC 


ACTTTTCCAC 


TTTTTGTCTT 


GTCCACTAAA 


ACCCTTGATT 


TTTCATCTGA 


ATPJ^ATGCTA 


CTATTAGGAC 


ACATAATATT 


AAAAGAAACC 


CCCATCTATT 


1 vnva X i i-. i i. 


TxTAGTCACT 


T AT AACT T T A. 


ACAGATGGGG 


TTTTTCTGTG 


CAACCAATTT 


m ^ 7> »~ T» rp 

X i i X - 


CAATACTTTA 


A-AACACATAC 


ATACCAACAC 


TTCAACGCAC 


CTTTCAGCAA 


C T AAAAT AAA 


AATGACGTT.s 


TTTCTATATG 


TATCAAGATA 
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TCA.GGTGC7r TTTTTATTTT 
CTCTCGG7TA TGAGTTAGTT 
GAJITTGTGCT GTTTTATCCT 
TTTTAAGCCG TCTGTACGTT 



SEQ ID No, 5: pNCO-BS-Lusy-C93S 

Lumazinsynthas8~G"en aus B. subtllis in E. ccii exprimiert. Cystein an Position 
93 gegen Serin ersetzt. 

SEQUENCE 3879 BP; 1039 A; 902 C; 937 G; 1001 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAJ^J\T TTATT7GCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAJ^AG AGGAGAJ^ATT AACCATGAAT 
ATCATACAJ^G GAAATTTAGT TGGTACAGGT CTTAJIAATCG GAATCGTAGT AGGAAGATTT 
AATGATTTTA TTACGAGCAA GCTGCTGAGC GGAGCAGAAG ATGCGCTGCT CAGACATGGC 
GTAGACACA-A ATGACATTGA TGTGGCTTGG GTTCCAGGCG CATTTGAAAT ACCGTTTGCT 
GCGAAAAAAJ\ TGGCGGAAAC AAAJLAAATAT GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC 
AGAGGCGCA-A CGACACATTA CGATTATGTT TCGAATGAAG CTGCAAAJ^.GG CATCGCGCAA 
GCAGCAAACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC TTTGGAATTG TAACAACTGA. AAACATCGAA 
CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACA-AAJiGCG GGCAACAAAG GTGTAGATTG TGCTGTTTCT 
GCCATTGAAJi TGGCAAATTT AAACCGCTCA TTTGAATAAG GATCCGTCGA CCTGCAGCCA 
AGCTTAATTA GCTGAGCTTG GACTCCTGTT GATAGATCCA GTAATGACCT CAGAACTCCA 
TCTGGATTTG TTCA.GAACGC TCGGTTGCCG CCGGGCGTTT TTTATTGGTG AGAATCCAAG 
CTAGCTTGGC GAGATTTTCA GGAGCTAAGG .AAGCTAAAAT GGAGAAAA_^-A ATCACTGGAT 
ATACCACCGT TGATATATCC CAATGGCATC GTAAAGAACA TTTTGAGGCA TTTCAGTCAG 
TTGCTCAATG TACCTATAAC CAGACCGTTC AGCTGGATAT TACGGCCTTT TTAAAGACCG 
TAAAGAAAJIA TA-AGCACAAG TTTTATCCGG CCTTTATTCA CATTCTTGCC CGCCTGATGA 
ATGCTCATCC GGAA7TTCGT ATGGCAATGA AJ^GACGGTGA GCTGGTGATA TGGGATAGTG 
TTCACCCTTG TTACACCGTT TTCCATGAGC AAACTGAAAC GTTTTCATCG CTCTGGAGTG 
AATACCA.CGA CGATTTCCGG CAGTTTCTAC ACATATATTC GCAJVGATGTG GCGTGTTACG 
GTGAJ^AACCT GGCCTATTTC CCTAJLAGGG? TTA.TTGAGAA TATGTTTTTC GTCTCAGCCA 
ATCCCTGGG7 GP.GTTTCACC AGTTTTGA.TT TAAACGTGGC CAATATGGA.C AACTTCTTCG 
CCCCCGTTTT CACCATGCAT GGGCAAATAT TATACGCAAG GCGACAAGGT GCTGATGCCG 
CTGGCGATTC AGGTTCATCA IQCZZllZ'::^!: GATGGCTTCC ATGTCGGCAG AATGCTTAAT 
GAATTACAAC AGTACTGCGA TGAGTGGCAG GGCGGGGCGT AATTTTTTTA AGGCAGTTAT 
TGGTGCCCT7 AAACGCCTGG GGTA.ATGACT CTCTAGCTTG AGGCATCAJLA i:7^J^J\lKZ(^P^J>, 
GGCTCAGTCG AAAGACTGGG CCTTTCGTTT TATCTGTTGT TTGTCGGTGA ACGCTCTCCT 
GAGTAGGACA AJ^TCCGCCGC TCTAGAGCTG CCTCGCGCGT TTCGGTGA7G ACGGTGAAAA 
CCTCTGACAC A7GCAGCTCC CGGAGACGGT CACA.GCT7GT CTG7AAGCGG A.TGCCGGGAG 
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CAGACAAGCC 


<^ i^r^ ^ ^ /*• ^ /"^ 




— ^ /~ 

-T "O *0 'vT 


CCAGTCACGT 


AGCGATAGCG 


GAGTG' 


^ ^ * **^^ 


GTACTGAGAG 


TGCACCATAT 


GCGGT- 


• • • \ /•"* ^\ 


CGCATCAGGC 


GCTCTTCCGC 


TTCCT' 


^ ^ ^ ''•^ 


CGGCGAGCGG 


TATCAGCTCA 


CTCAA 


^ /-» 

n> • — > < • 
: . -v> > * "w 


AACGCAGGAA 




AGCAA 


— — < /— t 


GCGTTGCTGG 


CGTTTTTCCA 


TAGGC 


— I « ^ <^ 


TCAAGTCAGA 


GGTGGCGAAA 


CCCGA 




AGCTCCCTCG 


TGCGCTCTCC 


TGTTC 


■n^ 


CTCCCTTCGG 




Cj^- 1 1 - 


TV A 


TAGGTCGTTC 


GCTCCAAGCT 




rp 


GCCTTATCCG 


GTAACTATCG 


TCTTG. 


— /— m /— 


GCAGCAGCCA 


CTGGTAACAG 


GATTA 


GCAGA 


TTGAAGTGGT 


GGCCTAACTA 


CGGCT 




CTGAAGCCAG 


TTACCTTCGG 




n 


GCTGGTAGCG 


GTGGTTTTTT 


TGTTT 


^ y^ T\ 7> 


CAAGAAGATC 


CTTTGATCTT 


TTCTA 


^ y— y^^r^ 


TAAGGGATTT 


TGGTCATGAG 


ATTAT 


CAAAA 


AAATGAAGTT 


TTAAJ^TCAAT 


CTAAA 




TGCTTAATCA 


GTGAGGCACC 


TATCT 


^ -n r" r- 


TGACTCCCCG 


TCGTGTAGAT 


AACTA 


CGATA 


GCAATGATAC 


CGCGAGACCC 


ACGCT 


~% 


GCCGGAAGGG 


CCGAGCGCAG 


AAGTG 




AATTGTTGCC 


GGGAAGCTAG 


AGTAA 




GCCATTGCTA 


CAGGCATCGT 


GGTGT 




GGTTCCCAAC 


3ATCAAGGCG 


AGTTA 




TCCTTCGGTC 


/-^ /— • ^ /— -TV rp ^ rp 

< w V- yjr\ i O i 


TGTCA 




ATGGCAGCAC 


TGCATAATTC 


TCTTA 


«'*"*^G'*^C 


GGTGAGTACT 


CAACCAAGTC 


ATTCT 




CCGGCGTCAA 


T.ACGGGATAA 


TACCG 




GGAAAACGTT 


CTTCGGGGCG 


AAAAC 


' >^ ^ J\ 


ATGTAACCCA 


CTCGTGCACC 


CAACT 


GATCT 


GGGTGAGCAA 


AAACAGGAAG 


GCAAA 


ATGCC 


TGTTGAATAC 


TGATACTCTT 


CCTTT 


'"'^CAA 


CTCATGAGCG 


GATACATATT 


TGAAT 




ACATTTCCCC 


GAAAAGTGCC 


ACCTG 


:.-l^O i, W 


TATAAAAATA 




/-^ /-• »— > 


► rri rTi 

■ W ^ A. ^ 



r~* r»» ITI <^ ^ 






rr* rn rri -f\ 71 •m 


ATGCGGCATC 


AGAGCAGATT 


ATACCGCACA 


GATGCGTAAG 


GAGAAAATAC 




TGCGCTCGGT 


CTGTCGGCTG 


GTAATACGGT 


TATCCACAGA 


ATCAGGGGAT 


CAGCAAAJ\GG 


CCAGGAACCG 


TAJU^lAAGGCC 


CCCCCTGACG 


AGCATCACAA 


AAATCGACGC 


CTATAAAGAT 


ACCAGGCGTT 


TCCCCCTGGA 


CTGCCGCTTA 


CCGGATACCT 


GTCCGCCTTT 


TGCTCACGCT 


GTAGGTATCT 


CAGTTCGGTG 


CACGAACCCC 


CCGTTCAGCC 


CGACCGCTGC 


AACCCGGTAA 


GACACGACTT 


ATCGCCACTG 


GCGAGGTATG 


TAGGCGGTGC 


TACAGAGTTC 


AGAAGGACAG 


TATTTGGTAT 


CTGCGCTCTG 


/-I rp ^ ^ f-^ rr> rp rp 
1 t-LVJV^ J. L, I i 


GATCCGGCAA 


ACAAACCACC 


CAGCAGATTA 


CGCGCAGAAA 


AAAAGGATCT 


TCTGACGCTC 


AGTGGAACGA 


AAACTCACGT 


AGGATCTTCA 


CCTAGATCCT 


TTTAAATTAA 


TATGAGTAAA 


CTTGGTCTGA 


CAGTTACCAA 


ATCTGTCTAT 


TTCGTTCATC 


CATAGCTGCC 


CGGGAGGGCT 


TACCATCTGG 


CCCCAGTGCT 


GCTCCAGATT 


TATCAGCAAT 


AAACCAGCCA 


GCAACTTTAT 


CCGCCTCCAT 


CCAGTCTATT 


TCGCCAGTTA 


ATAGTTTGCG 


CAACGTTGTT 


fT^ rr^ ^rt ^Tt HT* 

i i v-,0 1 1. i 


GTATGGCTTC 


ATTCAGCTCC 




TGTGCAAAAA 


AGCGGTTAGC 


AAGTTGGCCG 


CAGTGTTATC 


ACTCATGGTT 


ATGCCATCCG 


TAJi.GATGCTT 


TTCTGTGACT 


TAGTGTATGC 


GGCGACCGAG 


TTGCTCTTGC 


CATAGCAGAA 


CTTTAAAAGT 


GCTCATCATT 


AGGATCTTAC 


CGCTGTTGAG 


ATCCAGTTCG 


TCAGCATCTT 


TTACTTTCAC 


CAGCGTTTCT 


'I r* A ^i. ^. A A A nr; 


GAATAAGGGC 


GACACGGAAA 


7 :i T T z. T G AA 


GCATTTATCA 


GGGTTATTGT 


TAGAP--J\ATA 


AACAAATAGG 


GGTTCCGCGC 


TAAGAAACCA 


TTATTATCAT 


GACATTAACC 



CGTCTTCAC// 
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SEQ ID Nc.6: pNCO-BS-Lusy-C139S 

Lumazmsynthase-Gen aus B. subciiis ir. E. ccii exprimier- . Cystein an Position 
139 aeaen Serin erset2t. 

SEQUE>]CE 3879 3P; 1039 A; 902 C; 537 G; 1001 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTG.-.GCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATA.:^.CA.^TT TCACACAG.^--. TTCATTAAAG AGGAGAAJi.TT AACCATGAAT 
ATCATACAAG GA.aATTTAGT TGGTACAGGT CTTA.--AATCG GAJ^.TCGTAGT AGGAAGATTT 
AJITGATTTTA TTACGAGCA.^.. GCTGCTGAGC GGAGCAGAAG ATGCGCTGCT CAGACATGGC 
GTAGACACAA ATGACATTGA TGTGGC7TGG GTTCCAGGCG CATTTGAAAT ACCGTTTGCT 
GCGAAAAAAJl TGGCGGAAAC AAAAAJIATAT GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC 
AGAGGCGCA-A CGACACATTA CGATTATGTC TGCAATGAAG CTGCAAAAGG CATCGCGCAA 
GCAGCAA-ACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC TTTGGAATTG TAACAACTGA AJVACATCGAA 
CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACAAJVAGCG GGCAACAAAG GTGTAGATTC AGCTGTTTCT 
GCCATTGAAA. TGGCAAATTT AA^ACCGCTCA TTTG^-J^TAAG GATCCGTCGA CCTGCAGCCA 
AGCTTAATTA GCTGAGCTTG GACTCCTGTT GATAGA7CCA GTAATGACCT CAGAACTCCA 
TCTGGATTTG TTCAGAJ\CGC TCGGTTGCCG CCGGGCGTTT TTTATTGGTG AGAATCCAAG 
CTAGCTTGGC GAGATTTTCA GGAGCTAAGG AP.GCTAAJIAT GGAGAAJ^J^AA ATCACTGGAT 
ATACCACCGT TGATATATCC CAATGGCATC GTAJLAGAACA TTTTGAGGCA TTTCA.GTCAG 
TTGCTCAATG TACCTATAAC CAGACCGTTC AGCTGGATAT TACGGCCTTT TTAAAGACCG 
TAAAGAAAAJ5. TAAGCACAAG TTTTATCCGG CCTTTATTCA CATTCTTGCC CGCCTGATGA 
ATGCTCATCC GGAATTTCGT ATGGCAATGA AAGACGGTGA GCTGGTGATA TGGGATAGTG 
TTCACCCTTG TTACACCGTT TTCCATGAGC AAACTGAAAC GTTTTCATCG CTCTGGAGTG 
AATACCACGA CGATTTCCGG CAGTTTCTAC ACA7ATATTC GCAAGATGTG GCGTGTTACG 
GTGAAAACCT GGCCTATTTC CCTAAAGGGT TTATTGAGAA TATGTTTTTC GTCTCAGCCA 
ATCCCTGGGT GAGTTTCACC AGTTTTGATT TAAJ^.CGTGGC CAATATGGAC AP.CTTCTTCG 
CCCCCGTTTT CACCATGCAT GGGCAAJITAT TATACGCAAG GCGACAAGGT GCTGATGCCG 
CTGGCGATTC AGGTTCATCA TGCCGTCTGT GATGG CTTCC ATGTCGGCAG AJ^TGCTTAAT 
GAATTACAAC AGTACTGCGA TGAGTGGCAG GGCGGGGCGT AATTTTTTTA AGGCAGTTAT 
TGGTGCCCTT AAACGCCTGG GGTAATGACT CTCT.AGCTTG AGGCATCAAA TAAAACGAAA 
GGCTCAGTCG .AAAGACTGGG CCTTTCGTTT TATCTGTTGT TTGTCGGTGA ACGCTCTCCT • 
GAGTAGGACA AATCCGCCGC TCTAGAGCTG CCTC3CGCGT TTCGGTGATG ACGGTGAAAA 
CCTCTGACAC ATGCAGCTCC CGGAGACGGT CACAGCTTGT CTGTAAGCGG ATGCCGGGAG 
CAGACAAGCC CGTCAGGGCG CG7CAGCGGG TG77GGCGGG TGTCGGGGCG CAGCCATGAC 
CCAGTCACGT AGCGATAGCG GAGTG7ATAC 7GGC77AACT A7GCGGCATC AGAGCAGATT 
G7AC7GAGAG 7GCACCA7AT GCGG7G7GAJ^ A7ACGGCACA GATGCGTAAG GAGAAJ\ATAC 
CGCATCAGGC GCTC77CCGC 7TCC7CGCTC AC7GACTCGC TGCGC7CGG7 CTGTCGGCTG 
CGGCGAGCGG 7A7CAGCTCA C7CA-AAGGCG G7AArACGG7 TA7CCACAGA A7CAGGGGAT 
AACGCAGGA.A AGAACATG7G AGCAA.AAGGC CAGCA-^-AAGG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC 
GCGTTGCTGG CG77TTTCCA TAGGCTCCGC CCCCC7GACG AGCATCACAA PJkATCGACGC 
TCA-^GTCAGA GGTGGCGAJiA. CCCGACAGGA CTAT.-_-jaGAT ACCAGGCG77 TCCCCCTGGA 
AGC7CCCTCG 7GCGCTCTCC 7GTTCCGACC CTGCTGCTTA CCGGA7ACC7 GTCCGCCTTT 
CTCCC7TCGG GAJ\GCG7GGC GC777C7CAA TGC7CACGCT G7AGG7ATCT CAGTTCGG7G 
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TAGGTCGTTC 


^ rn 1 7» ^ rp 

^ w i "^L-f^-iov- J. 


^ • /— • m rvi rp ^ 

VJ«>5 0\- i J. "O 1 


GCCTTATCCG 


GTAACTATCG 


fT» /— • rr^ rri /-»>Tt^r~ 

1 L. 1 i i. 


GCAGCAGCCA 


CTGGTAACAG 




TTGAAGTGGT 


3GCCTAACTA 




CTGAJ^GCCAG 


TTACCTTCGG 


■*\ -T\ TV TV "*i T\ m 


GCTGGTAGCG 


nrt CM ^1 

^ - OO i X 1 i i i 


1^ ^ 
i O 1 i 1 vj; \^ 


CAJ^GAAGATC 


CTTTGATCTT 


TTCTACGGGG 


TAAGGGATTT 


TGGTCATGAG 


ATTATCAAAA 


AAATGAAGTT 


TTA^TCAAT 


CTAAAGTATA 


TGCTTAATCA 


GTGAGGCACC 


TATCTCAGCG 


TGACTCCCCG 


TCGTGTAGAT 


AACTACGATA 


GCAATGATAC 


CGCGAGACCC 


ACGCTCACCG 


GCCGGAAGGG 


CCGAGCGCAG 


AAGTGGTCCT 


AATTGTTGCC 




AGTAAGTAGT 


GCCATTGCTA 


CAGGCATCGT 


GGTGTCACGC 


GGTTCCCAAC 


GATCAAGGCG 


AGTTACATGA 


TCCTTCGGTC 


CTCCGATCGT 


TGTCAGAAGT 


ATGGCAGCAC 


TGCATAATTC 


TCTTACTGTC 


GGTGAGTACT 


CAACCAAGTC 


ATTCTGAGTU^. 


CCGGCGTCAA 


TACGGGATAA 


TACCGCGCCA 


GGAAAACGTT 


CTTCGGGGCG 


AAAACTCTCA 


ATGTAACCCA 


CTCGTGCACC 


CAACTGATCT 


GGGTGAGCAA 


AAJICAGGAAG 


GCAAAATGCC 


TGTTGAATAC 


TCATACTCTT 


CCTTTTTCAA 


CTCATGAGCG 


GATACATATT 


TGAATGTA*TT 


ACATTTCCCC 


3AAA-AGTGCC 


ACCTGACGTC 


TATAAAAATA 


3GCGTATCAC 


* i i 



PCT/EPOO/01899 

AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG 

GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC 

AGAAGGACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG 

GGTAGCTCTT GP.TCCGGCAA ACAAACCACC 

CAGCAGATTA CGCGCAGAA-A AAAJ^GGATCT 

TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT 

AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAJVTTAA 

TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA 

ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGCTGCC 

CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT 

GCTCCA.GATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA 

GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT 

TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT 

TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC 

TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC 

AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT 

ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT 

TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC 

CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT 

AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG 

TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT 

GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA 

TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT 

TAGAjy^AATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC 

TAAGA-AACCA TTATTATCAT GACATTAACC 
CGTCTTCAC// 



SEQ ID No. 7: pNCO-BS-Lusy-C93/139S 

Lumazinsynthase-Gen aus 3. subciiis in £. coli exprimiert . Cystein an Position 
93 und 139 geger. Serin ersetzt. 

SEQUENCE 3879 5?; 1039 A; '302 C; 557 G; iOOl T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAA.T GATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGA?IATT AACCATGAAT 
ATCATACAAG GAJ^ATTTAGT TGGTACAGGT C7TAAAATCG GAATCGTAGT AGGAAGATTT 
AATGATTTTA TTACGAGCAA GCTGCTGAGC G3AGCAGA^.G ATGCGCTGCT CAGACATGGC 
GTAGACACAA ATGACATTGA TGTGGCTTGG GTTCCAGGCG CATTTGAAAT ACCGTTTGCT 
GCGAAAAAAA TGGCGGAAAC AAAAAAATAT GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC 
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AGAGGCGCAA CGACACATTA CGATTATG7T TCGAATGAAG CTGCAJ^AAGG CATCGCGCAA 
GCAGCAAACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC TTTGGAATTG TAJ^CAACTGA AAACATCGAA 
CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACAAAAGCG GGCAACAAAG GTGTAGATTC AGCTGTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAATTT AAACCGC7CA TTTGAATAAG GATCCGTCGA CCTGCAGCCA 
AGCTTAATTA GCTGAGCTTG GACTCCTG7T GATAGATCCA GTAJITGACCT CAGAACTCCA 
TCTGGATTTG TTCAGAACGC TCGGTTGCCG CCGGGCGTTT TTTATTGGTG AGAATCCAAG 
CTAGCTTGGC GAGATTTTCA GGAGC7AAGG AJ^.GGTAAAJVT GGP.GAJ^A-AAA ATCACTGGAT 
ATACCACCGT TGATATATCC CAATGGCA7C GTAAJ\GAACA TTTTGAGGCA TTTCAGTCAG 
TTGCTCAATG TACCTATAAC CA.GACCGTrC AGCTGGATAT TACGGCCTTT TTAAAGACCG 
TAAAGAAAAA TAAGCACAAG TTTTATCCGG CCTTTATTCA CATTCTTGCC CGCCTGATGA 
ATGCTCATCC GGAATTTCGT ATGGCA-ATGA AAGACGGTGA GCTGGTGATA TGGGATAGTG 
TTCACCCTTG TTACACCGTT TTCCA.TGAGC AAACTGAAAC GTTTTCA.TCG CTCTGGAGTG 
AATACCACGA CGATTTCCGG CAGTTTCTA.C ACATATATTC GCAAGATGTG GCGTGTTACG 
GTGAAAACCT GGCCTATTTC CCTAAAGGGT TTA.TTGAGAA TATGTTTTTC GTCTCAGCCA 
ATCCCTGGGT GAGTTTCACC AGTTTTGA77 TAJIACGTGGC CAATATGGAC AACTTCTTCG 
CCCCCGTTTT CACCATGCAT GGGCAJiATA7 TATACGCAAG GCGACAAGGT GCTGATGCCG 
CTGGCGATTC AGGTTCATCA TGCCGTCTGT GATGGCTTCC ATGTCGGCAG AATGCTTAAT * 
GAATTACAAC AGTACTGCGA TGAGTGGCAG GGCGGGGCGT A-ATTTTTTTA. AGGCAGTTAT 
TGGTGCCCTT AJVACGCCTGG GGTAA7GA.C7 CTCTAGCTTG AGGCATCAJ^JS^ TAAAACGAAA 
GGCTCAGTCG AAAGACTGGG CCTTTCGT7T TA.TCTGTTGT TTGTCGGTGA ACGCTCTCCT 
GAGTAGGACA AATCCGCCGC TCTAGAGC7G CCTCGCGCGT TTCGGTGATG ACGGTGAAA-A 
CCTCTGACAC ATGCAGCTCC CGGAGACGGT CACAGCTTGT CTGTAAGCGG ATGCCGGGAG 
CAGACAAGCC CGTCAGGGCG CGTCAGCGGG TGTTGGCGGG TGTCGGGGCG CAGCCATGAC 
CCAGTCACGT AGCGATAGCG GAGTG7ATAC TGGCTTAACT ATGCGGCATC AGAGCAGATT 
GTACTGAGAG TGCACCATAT GCGGTGTGAJ=- ATACCGCACA GATGCGTAA.G GAGAAAATAC 
CGCATCAGGC GCTCTTCCGC TTCC7CGC7C ACTGACTCGC TGCGCTCGGT CTGTCGGCTG 
CGGCGAGCGG TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGGT TATCCACAGA ATCAGGGGAT 
AACGCAGGAA AGAACATGTG AGCA^AAAGGC CAGCAJ^GG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC 
GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACG AGCATCACAJ=. AAATCGACGC 
TCAAGTCAGA GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTA.TAJ\AGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA 
AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT GTCCGCCTTT 
CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC GCTTTCTCAJ^ TGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG 
TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG CA.CGAJVCCCC CCGTTCA.GCC CGACCGCTGC 
GCCTTATCCG GTAACTATCG TCTTGAGTCC AJVCCCGGTAA GACACGAC77 ATCGCCACTG 
GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC 
TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGC7ACACT AGAJ^.GGACAG TATTTGGTA7 CTGCGCTCTG 
CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGT7 GG7AGCTCTT GATCCGGCAJ^. ACAAACCACC 
GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT TGT77GCA_AG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA. AAAAGGATCT 
CAAGAAGATC CTTTGATCTT TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT 
TAAGGGATTT TGGTCATGAG ATTATCAA-AA. AGGA.7CTTCA CCTAGATCC7 TTTAAATTAJ^ 
AAATGAAGT7 TTAAATGAJIT C7AJiA-GTA7A 7ATGAGTAAA CTTGGTC7GA. CAGTTACCAA 
TGCTTAATCA GTGAGGCACC TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCA.TC CA.TA.GCTGCC 
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TGACTCCCCG TCGTGTAGAT AJICTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT 
GCAATGATAC CGCGAGACCC ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCA-AT AJ^CCAGCCA 
GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG A.AGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT 
AATTGTTGCC GGGAJ^GCTAG AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT 
GCCATTGCTA CAGGCATCGT GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC 
GGTTCCCAAC GATCAAGGCG AGTTACATGA TCCGCCATGT TGTGCAAAJ\A AGCGGTTAGC 
TCCTTCGGTC CTCCGATCGT TGTCAGA-AGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT 
ATGGCAGCAC TGCATAATTC TCTTAGTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT 
GGTGAGTACT CAACCAAGTC ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC 
CCGGCGTCAA TACGGGATAA TACCGCGCCA CATAGCAGAJ\ CTTTAJUIAGT GCTCATCATT 
GGAAAACGTT CTTCGGGGCG AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG 
ATGTAJICCCA CTCGTGCACC CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT 
GGGTGAGCAA AJVACAGGAAG GCAAAA.TGCC GCAJ^LAAAGG GAJVTAAGGGC GACACGGAAJ\ 
TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAJi TATTATTGAA . GCATTTATCA GGGTTATTGT 
CTCATGAGCG GATACATATT TGAJ^.TGTATT TAGAJLAAJ^TA AACAAATAGG GGTTCGGCGC 
ACATTTCCCC GA-AAAGTGCC ACCTGACGTC TAAGAJ^J^CCA TTATTATCAT GACATTAACC 
TATAAJWVTA GGCGTATCAC GAGGCGCTTT CGTCTTCAC// 



SEQ ID No. 8: pNCO-N-BS-Lusy 

Expressionsvektcr zur N-terminaien Fusion von Fremdproteinen an die 
Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis 

SQ SEQUENCE 3912 BP; 1042 A; 51i C; 951 G; 1008 T; 0 OTHER; 
CTCGAGAAAT CATAAAAA-AT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTA.T AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAJVCAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGGCG 
GCGGCGCGTA GCTGCGCGGC CGCTATGAJ\T ATCATACAAG GAAATTTAGT TGGTACAGGT 
CTTAAAATCG GAJ\TCGTAGT AGGAAGATTT AATGATTTTA TTACGAGCAA GCTGCTGAGC 
GGAGCAGAAG ATGCGCTGCT CAGACATGGC GTAGACACAA ATGACATTGA TGTGGCTTGG 
GTTCCAGGCG CATTTGAAAT ACCGTTTGCT GCGAAAAAAA TGGCGGAAAC AAAAAAATAT 
GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC AGAGGCGCAA CGACACATTA CGATTATGTC 
TGCAATGAAG CTGCAAAAGG CATCGCGCAJ^. GCAGCAAACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC 
TTTGGAATTG TAACAA.CTGA AAJi-CATCGAA CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACAAAAGCG 
GGCAACAAAG GTGTAGATTG TGCTGrTTCT GCCATTGA-AA TGGCAJUVTTT AAACCGCTCA 
TTTGAATAAT TTGGATCCGT CGACCTGCAG CCA-AGCTTAJ^ TTAGCTGAGC TTGGACTCCT 
GTTGATAGAT CCAGTAATGA CCTCAGAJICT CCATCTGGAT TTGTTCAGAA CGCTCGGTTG 
CCGCCGGGCG TTTTTTATTG GTGAGAATCC .^^J^.GCTAGCTT GGCGAGATTT TCAGGAGCTA 
AGGAAGCTAJ^ .-.ATGGAGAAJ^ AJ^.TCACTG GATATACCAC CGTTGATATA TCCCAJVTGGC 
ATCGTA-AAGA ACATTTTGAG GCATTTCAGT CAGTTGCTCA ATGTACCTAT A-ACCAGACCG 
TTCAGCTGGA. TATTACGGCC TTTTTAJLAGA CCGTAAAGAJ^ AAATAAGCA.C AJ^GTTTTA.TC 
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TGAAAGACGG T3AGCTGG7G ATATGGGATA GTGTTCACCC TTGTTACACC GTTTTCCATG 
AGCAAACTGA AACGTTTTCA TCGCTCTGG.A GTGAATACCA CGACGATTTC CGGCAGTTTC 
TACACATATA TTCGCAAGAT GTGGCGJGTT ACGGTGAAJU^ CCTGGCCTAT TTCCCTAAAG 
GGTTTATTGA. GAJi.TATGTTT T7CGTCTCAG CCAJ\TCCCTG GGTGAGTTTC ACCAGTTTTG 
ATTTAAACGT GGCCAATATG GACAACTTCT TCGCCCCCGT TTTCACCATG CATGGGCAAA 
TATTxTFACGC .AAGGCGACAJ^L GGTGCTGATG CCGCTGGCGP. TTCAGGTTCA TCATGCCGTC 
TGTGATGGCT TCCATGTCGG CAGA-ATGC7T AATGA-ATTA.C AACAGTACTG CGATGAGTGG 
CAGGGCGGGG CGTAATTTTT TTAJ^.GGCAGT TATTGGTGCC CTTAJ^CGCC TGGGGTAATG 
ACTCTCTAGC 7TGAGGCATC AAATA-AAACG AJiAGGC7CAG 7CGAJUIGAC7 GGGCCTTTCG 
TT7TATCTG7 7G7T7GTCGG 7GAACGC7CT CC7GAGTAGG ACAAATCCGC CGC7CTAGAG 
C7GCCTCGCG CG777CGG7G A7GACGG7GA AAACC7C7GA CACA7GCAGC TCCCGGAGAC 
GG7CACAGC7 7G7C7GTAAG CGGA7GCCGG GAGCAGACAA GCCCG7CAGG GCGCGTCAGC 
GGGTGT7GGC 3GG7GTCGGG GCGCAGCCA7 GACCCAGTCA CG7AGCGA7A GCGGAG7GTA 
TAC7GGC77A ACTATGCGGC A7CA.GAGCAG ATTG7ACTGA GAGTGCP.CCA TA7GCGG7G7 
GAAATACCGC ACAGA7GCGT AJ^-GGAGAAA-A 7ACCGCA7CA GGCGCTCTTC CGC77CCTCG 
CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTC7GTCGG C7GCGGCGAG CGG7A7CAGC 7CAC7CAAAG 
GCGGTAATAC GG77ATCCAC AGAA.7CAGGG GATAACGCAG GAJ\AGAACA.7 G7GAGCAAAA 
GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA CCG7AAAAAG GCCGCGT7GC 7GGCGT7T77 CCA7AGGCTC 
CGCCCCCC7G ACGAGCA7CA CAAAAATCGA CGC7CAAGTC AGAGGTGGCG AAACCCGACA 
GGAC7ATAAA. GA7ACCAGGC G77TCCCCC7 GGAAGCTCCC TCGTGCGCTC TCCTGTTCCG 
ACCCTGCCGC 77ACCGGATA CCTGTCCGCC 777CTCCC7T CGGGAAGCG7 GGCGCT7TCT 
CAJ^TGCTCAC GC7GTAGGTA 7CTCA.G7TCG GTG7AGG7CG TTCGCTCCAA GCTGGGCTGT 
GTGCACGAAC CCCCCGT7CA GCCCGACCGC 7GCGCCTTAT CCGGTAAC7A 7CG7CTTGAG 
7CCAACCCGG 7AAGACACGA C77A.7CGCCA C7GGCAGCAG CCAC7GG7AJi. CAGGA77AGC 
AGAGCGAGG7 A7GTAGGCGG 7GCTACAGAG 77C77GAAG7 GG7GGCCTAJi. CTACGGCTAC 
AC7AGAAGGA CAG7A777GG 7A7CTGCGC7 C7GC7GAAGC CAG7TACC77 CGGAAAAAGA 
G7TGGTAGC7 C77GATCCGG CAAACAAJ^CC ACCGC7GGTA GCGG7GG777 7777G7TTGC 
AAGCAGCAGA. T7ACGCGCAG AAAAAAAGGA 7CTCAJ^GAAG ATCCTTTGA7 C77TTCTACG 
GGG7CTGACG C7CAG7GGAA CGAAAAC7CA CGT7A-AGGGA TT7TGG7CA.7 GAGATTATCA 
AAAAGGA7CT 7CACC7AGA7 CC7TT7AAA7 TAJ^AAATGAA GT77TAAJ17C AATCTAAAGT 
A7A7ATGAG7 AJUiC77GGTC 7GACAGT7AC CAA.TGCT7AA 7CAG7GAGGC ACC7A7CTCA 
GCGA7CTG7C 7A.777CG77C A7CCA7AGC7 GCC7GAC7CC CCGTCG7G7A GA7AAC7ACG 
ATACGGGAGG GC7TACCATC 7GGCCCCAG7 GC7GCAATGA TACCGCGA.GA CCCACGCTCA 
CCGGC7CCAG A777ATCAGC AA7AJiACCAG CCAGCCGGAA GGGCCGAGCG CAGAAG7GGT 
CCTGCAAC77 7A7CCGCCTC CA7CCA.G7C7 A77A-A7TG7T GCCGGGAA.GC 7AGAGTAAGT 
AG77CGCCAG 77AJ^7AG7TT GCGCAJ^CG77 G77GCCA77G C7ACAGGCA7 CG7GG7GTCA 
CGCTCG7CG7 77GG7A7GGC T7CA77CAGC 7CCGG77CCC AACGATCA-AG GCGAG7TACA 
TGATCCCCCA. 7G7TGTGCA-A AA-AAGCGGTT AGC7CCTTCG GTCCTCCGA7 CGT7GTCAGA 
AGTAAGT7GG GCGCAG7G77 ATCAC7CA7G G77A.7GGCAG CACTGCA.7A-A T7C7CTTACT 
GTCATGCCA7 CCG7AAGATG C7777C7GTG AC7GGTGAG7 AC7CAJi.CCAA G7CATTCTGA 
GAATAGTG7A. 7GCGGCGACC GAGT7GCTCT TGCCCGGCG7 CA_ATACGGGA TA-ATACCGCG 
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CCACATAGCA GAACTTTAAA . AGTGCTC.-.rC ATTGGAJtA-AC GTTCTTCGGG GCGAAAACTC 
TCAAGGATCT TACCGCTGTT GAGATCCAGT TCGATGTAAC CCACTCGTGC ACCCAACTGA 
TCTTCAGCAT CTTTTACTTT CA.CCA.GCGTT TCTGGGTGAG CAJIAAAC.AGG A-AGGCAJWVT 
GCCGCAAAAA AGGGAATAAG GGCGA.CACGG AAJ^.TGTTGAA TA.CTCAT.ACT CTTCCTTTTT 
CAATATTATT G.AAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA GCGGAT.ACAT ATTTGAJ\TGT 
ATTTAGAA-AA ATAJSACAAAT AGGGGTTCCG CGCI^.CI^.rTTC CCCGA-AAAGT GCCACCTGAC 
GTCTAJi.GAAA CCATTATTAT CATGACA.TTA ACCTATAAAA A.TAGGCGTAT CACGAGGCCC 
TTTCGTCTTC AC// 



SEQ ID No. 9: pNCO-C-BS-Lusy 

Expressionsvektcr zur C-terminalen Fusion vcn Fremdproteinen an die 



Luma. z i ns vn t ha s e 


aus E. subtilis 








SEQUENCE 3900 


3P; 1046 


A; 906 C 


94 2 G; 


1006 T; 0 


OTHER; 


CTCGAGAAAT 


CATAAAAAJVT 


TTATTTGCTT 


TGTGAGCGGA 


TAACAJ^T'TAT' 


AATAGATTCA 




GATAACAJITT 


TCACACAGAA 


T'^CATTAJ^AG 


AGGAGAAATT 


AACTATGAAT 


ATP AT AP A AH 


GAAATTTAGT 


TGGTACAGGT 


CTTAAZiATCG 


GAJ\TCGTAGT 


AGGAAGATTT 








GGAGCAGAAG 


ATGCGCTGCT 


CAGACATGGC 


GTAGACACAA 


ATGACATTGA 


TGTGGCTTGG 


GTTCCAGGCG 


CATTTGAAJIT 


ACCGTTTGCT 


GCGAAAAA7VA 


TGGCGGAJ^lAC 




GATGCTATTA 


TCACATTGGG 


CACTGTCATC 


AGAGGCGCAA 


CGACACATTA 


CGATTATGTC 


TGCAATGAAG 


CTGCAAAAGG 


CATCGCGCAA 


GCAGCAAACA 


CTA.CTGGTGT 


ACCTGTCA.TC 


TTTGGAATTG 


TAACAACTGA 


AAACATCGAA 


CAGGCTATCG 


AGCGTGCCGG 


CACAJU^JVGCG 


GGCA-ACAAAG 


GTGTAGATTG 


TGCTGTTTCT 


GCCATTGAAA 


— 71 >\ rnrrtrn 
X ^ «-£-"——. X i A 




TTTGAATTAG 


/^/^ '-♦/-' ^/—/^ TV 7\ T> 

0 V3 n-rif-i. 


CAGTTTAAAA 


GGATCCGTCG 


ACCTGCAGCC 


AAGCTTAATT 


AGCTGAGCTT 


GGACTCCTGT 


TGATAGATCC 


AGTAATGACC 


TCAGAA.CTCC 


ATCTGGATTT 


GTTCAGAACG 


CTCGGTTGCC 


GCCGGGCGTT 


TTTTATTGGT 


GAGAATCCAA 


^ /"» m 7\ z^" «yi»Ti 

UV- X r\Vjv^ i i 


CGA.GATTTTC 


AGGAGCTAAG 


GAAGCTAAAA 


TGGAGAAAAA 


AATCACTGGA 


TATACCACCG 


TTGA.TA.TATC 


CCAATGGCAT 


CGTAAAGAAC 


ATTTTGAGGC 


ATTTCA*GTCA 


GTTGCTCAAT 


GTACCTATAA 


CCAGACCGTT 


CA^GCTGGATA 


TTACGGCCTT 


TTTAAAGACC 




ATAJVGCACAA 


GTTTTATCCG 


GCCTTTATTC 


ACATTCTTGC 


CCGCCTGA.TG 




< — 7> TV fT» T* rp ' 

v^'ovr>-ir--i X i v^Lj 


TATGGCAATG 


AAAGACGGTG 


AGCTGGTGAT 


ATGGGATAGT 


m rT> *f\ .'^ m rr^ 


GTTACACCGT 


TTTCCATGAG 


CAAACTGAAA 


CGTTTTCATC 


Ov- JL - o»^j-io 1 




ACGP.TTTCCG 


GCAGTTTCTA 


CACATATATT 


CGCAAGATGT 






- OOV-^-. i A i i i 


CCCTAJ^GGG 


TTTATTGAGA 


ATATGTTTTT 


/~ rrt rr* t^f^f^ 

^ V3 i 1 v-*r*.ov-v-» 


A A T T* 


TGAGTTTCAC 


CA.GTTTTGAT 


TTAAACGTGG 


CCAATATGGA 


i J. - _ i V- 


/-^ >^ f — ■ • rr^ rr» 
V^v^CwwWoX . X 


/- :\ p r- i T" r; f a 


TGGGCAAATA 


TTATACGCAA 


GGCGACAAGG 


~> ^ TT /~ <r-» 


/ — ■ rp y—. » "\ rp rp 
i OOV^SJi-. i i 




ATGCCGTCTG 


TGATGGCTTC 


CATGTCGGCA 


GA-ATGCTTA-A 


TGP-ATTACAA 


TV ^ m m ^ /»• 

C-lo X /-.v.^ X VJV^VJ 


ATGAGTGGCA 




TAATTTTTTT 


AA.GGCAGTTA 


rr-i rr-» f^tj^^ f~%/^ <-^m 
_ X tjO X V3V^n-.'n-. i 


TAAACGCCTG 


GGGTAATGAC 


TCTCTAGCTT 
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TTTCGGTGAT GACGGTGAAA ACCTCTGACA 

GTGTCGGGGC GCAGCCATGA CCCAGTCACG 
TATGCGGCAT CAGAGCAGAT TGTACTGAGA 
AGATGCGT.\?. GGAGAAA.i\TA CCGCATCAGG 
CTGCGCTCGG TCTGTCGGCT GCGGCGAGCG 
TTATCCACAG AATCAGGGGA TAACGCAGGA 
GCCAGGAACC GTAAAAAGGC CGCGTTGCTG 
GAGCATCACA AAAATCGACG CTCAAGTCAG 
TACCAGGCGT TTCCCCCTGG AAGCTCCCTC 
ACCGGATACC TGTCCGCCTT TCTCCCTTCG 
TGTAGGTATC TCAGTTCGGT GTAGGTCGTT 
CCCGTTCAGC CCGACCGCTG CGCCTTATCC 
AGACACGACT 7ATCGCCACT GGCAGCAGCC 
GTAGGCGGTC CTACAGAGTT CTTGAJVGTGG 
GTATTTGGTA TCTGCGCTCT GCTGAAGCCA 
TGATCCGGCA ^^J^CAAJICCAC CGCTGGTAGC 
ACGCGCAGAA AAAAAGGATC TCAAGAAGAT 
CAGTGGAACG AAAACTCACG TTAAGGGATT 
ACCTAGATCC TTTTAAATTA AAAATGAAGT 
ACTTGGTCTG ACAGTTACCA ATGCTTAATC 
TTTCGTTCAT CCATAGCTGC CTGACTCCCC 
TTACCATCTG GCCCCAGTGC TGCAJi^TGATA 
TTATCAGCAA TAAACCAGCC AGCCGGAAGG 
TCCGCCTCCA TCCAGTCTAT TAATTGTTGC 
AATAGTTTGC GCAJ^XGTTGT TGCCATTGCT 
GGTATGGCTT CATTCAGCTC CGGTTCCCAA 
TTGTGCAAAA AAGCGGTTAG CTCCTTCGGT 
GCAGTGTTAT CA.CTCATGGT TATGGCAGCA 
GTAAGATGCT TTTCTGTGAC TGGTGAGTAX 
CGGCGACCGA GTTGCTCTTG CCCGGCGTCA 
ACTTTAAAAG TGCTCATCAT TGGAJWi.CGT 
CCGCTGTTGA GATCCAGTTC GATGTAJ^CCC 
TTTACTTTCA CCAGCGTTTC TGGGTGAGCA 
GGAATAAGGG CGACACGGAA A.TGTTGAJ\TA 
AGCA.TTTATC AGGGTTATTG TCTCATGAGC 
AAACAAATAG GGGTTCCGCG CA.CAT7TCCC 
ATTATTATCA TGACATTAAC CTA.TAAAAAT 



GAJ^^^.GACTGG GCCTTTCGTT TTATCTGTTG 
AAATCCGCCG CTCTAGAGCT GCCTCGCGCb 
CATGCAGCTC CCGGAGACGG TCACAGCTTG 
C\-.GT>-A.GGGC GCGTCAGCGG GTGTTGGCGG 
TAGCGATAGC GGAGTGTATA CTGGCTTAAC 
GTGCACCATA TGCGGTGTGA AATACCGCAC 
CGCTCTTCCG CTTCCTCGCT CACTGACTCG 
GTATCAGCTC ACTCAaJVGGC GGTAATACGG 
AAGAACATGT GAGC?JkAAGG CCAGCAAAAG 
GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC 
AGGTGGCGAJi ACCCGACAGG ACTATAAAGA 
GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT 
GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA ATGCTCACGC 
CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC 
GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA 
ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT 
TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGGACA 
GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGCTCT 
GGTGGTTTTT TTGTTTGCAA GCAGCAGATT 
CCTTTGATCT TTTCTACGGG GTCTGACGCT 
TTGGTCATGA GATTATCAAA AAGGATCTTC 
TTTAAATCAA TCTAAAGTAT ATATGAGTAA 
A.GTGAGGCAC CTATCTCAGC GATCTGTCTA 
GTCGTGTAGA TAACTACGAT ACGGGAGGGC 
CCGCGAGACC CACGCTCACC GGCTCCAGAT 
GCCGAGCGCA GAJ^GTGGTCC TGCAACTTTA 
CGGGAAGCTA GAGTAAGTAG TTCGCCAGTT 
ACAGGCATCG TGGTGTCACG CTCGTCGTTT 
CGATCAAGGC GAGTTACATG ATCCCCCATG 
CCTCCGATCG TTGTCAGAAG TAAGTTGGCC 
CTGCATAATT CTCTTACTGT CATGCCATCC 
TCAACCAAGT CATTCTGAGA ATAGTGTATG 
ATACGGGATA ATACCGCGCC ACATAGCAGA 
TCTTCGGGGC GAJWICTCTC AAGGATCTTA 
ACTCGTGCAC CCAACTGATC TTCAGCATCT 
AA.-Ji.CAGGAA GGCAAAATGC CGCAAAAAAG 
CTCATACTCT TCCTTTTTCA. ATATTATTGA 
GGATACATAT TTGAATGTAT TTAGAAAAAT 
CGA-AAAGTGC CACCTGACGT CTAAGAAACC 
AGGCGTATCA CGAGGCCCTT TCGTCTTCAC// 
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SEQ ID No. 10: pNCO-EC-DHFR-BS-Lusy 
pNCO-N-BS-Lusy mit DHFR-Gen aus Escherichia coii 

SEQUENCE 4 368 BP; 1158 A; 1020 C; 1078 G; 1112 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTGATTAAJ^.G AGGAGAAATT AACTATGATC 
AGTCTGATTG CGGCGTTAGC GGTAGATCGC GTTATCGGCA TGGAAAACGC CATGCCGTGG 
AACCTGCCTG CCGATCTCGC CTGGTTTAAA CGCAACACCT TAAATAAJi.CC CGTGATTATG 
GGCCGCCATA CCTGGGAATC AJITCGGTCGT CCGTTGCCAG GACGCAAAAA TATTATCCTC 
AGCAGTCAAC CGGGTACGGA CGATCGCGTA ACGTGGGTGA AGTCGGTGGA TGAAGCCATC 
GCGGCGTGTG GTGACGTACC AGAAATCATG GTGATTGGCG GCGGTCGCGT TTATGAACAG 
TTCTTGCCAA AAGCGCAAAA ACTGTATCTG ACGCATATCG ACGCAGAAGT GGAAGGCGAC 
ACCCATTTCC CGGATTACGA GCCGGATGAC TGGGAATCGG TATTCAGCGA ATTCCACGAT 
GCTGATGCGC AGAACTCTCA CAGC7ATTGC TTTGAGATTC TGGAGCGGCG TGCGGCCGCT 
• ATGAATATCA TACAAGGAAA TTTAGTTGGT ACAGGTCTTA AAJVTCGGAAT CGTAGTAGGA 
AGATTTAATG ATTTTATTAC GAGCAAGCTG CTGAGCGGAG CAGAAGATGC GCTGCTCAGA 
CATGGCGTAG ACACAAATGA CATTGATGTG GCTTGGGTTC CAGGCGCATT TGAAATACCG 
TTTGCTGCGA AAAAAATGGC GGAAACAAAJ^ AAATATGATG CTATTATCAC ATTGGGCACT 
GTCATCAGAG GCGCAACGAC ACATTACGAT TATGTCTGCA ATGAAGCTGC AAAAGGCATC 
GCGCAAGCAG CAAJICACTAC TGGTGTACCT GTCATCTTTG GAATTGTAAC AACTGAAAAC 
ATCGAACAGG CTATCGAGCG TGCCGGCACA PJkAGCGGGCA ACAAAGGTGT AGATTGTGCT 
GTTTCTGCCA TTGAAATGGC AAATTTAAAC CGCTCATTTG AATAATTTGG ATCCGTCGAC 
CTGCAGCCAA GCTTAATTAG CTGAGCTTGG ACTCCTGTTG ATAGATCCAG TAJVTGACCTC 
AGAACTCCAT CTGGATTTGT TCAGAACGCT CGGTTGCCGC CGGGCGTTTT TTATTGGTGA 
GAATCCAAGC TAGCTTGGCG AGATTTTCAG GAGCTAAGGA AGGTAAAATG GAGAAAAAAA 
TCACTGGATA TACCACCGTT GATATATCCC AATGGCATCG TAAAGAACAT TTTGAGGCAT 
TTCAGTCAGT TGCTCAATGT ACCTATAACC AGACCGTTCA GCTGGATATT ACGGCCTTTT 
TAAAGACCGT AA-AGAAAAAT AAGCACAAGT TTTATCCGGC CTTTATTCAC ATTCTTGCCC 
GCCTGATGAA TGCTCATCCG GAATTTCGTA TGGCAATGAA AGACGGTGAG CTGGTGATAT 
GGGATAGTGT TCACCCTTGT TACACCGTTT TCCATGAGCA AACTGAAACG TTTTCATCGC 
TCTGGAGTGA ATACCACGAC GATTTCCGGC AGTTTCTACA CATATATTCG CAAGATGTGG 
CGTGTTACGG TGAAAACCTG GCCTATTTCC CTA-AAGGGTT TATTGAGAAT ATGTTTTTCG 
TCTCAGCCAA TCCCTGGGTG AGTTTCACCA STTTTGATTT AAACGTGGCC AATATGGACA 
ACTTCTTCGC CCCCGTTTTC ACCATGCATG GGCAAATATT ATACGCAAGG CGACAAGGTG 
CTGATGCCGC TGGCGATTCA GGTTCATCAT GCCGTCTGTG ATGGCTTCCA TGTCGGCAGA 
ATGCTTAATG AATTACAACA GTACTGCGAT GAGTGGCAGG GCGGGGCGTA ATTTTTTTAA 
GGCAGTTATT GGTGCCCTTA AACGCCTGGG GT.AA7GACTC TCTAGCTTGA GGCATCAAAT 
Ajy^CGAJUlG GCTCAGTCGA AAGACTGGGC CTTTCGTTTT ATCTGTTGTT TGTCGGTGAJV 
CGCTCTCCTG AGTAGGACAA ATCCGCCGCT C7AGAGCTGC CTCGCGCGTT TCGGTGATGA 
CGGTGAAAAC CTCTGACACA TGCAGCTCCC 3GAGACGGTC ACAGCTTGTC TGTAAGCGGA 
TGCCGGGAGC AGACAAGCCC GTCAGGGCGC GTCAGCGGGT GTTGGCGGGT GTCGGGGCGC 
AGCCATGACC CAGTCACGTA GCGATAGCGG AGTGTATAC7 GGCTTAACTA TGCGGCATCA 
GAGCAGATTG TACTGAGAGT GCACCATATG CGGTGTGAAJl TACCGCACAG ATGCGTAAGG 
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AGAA^ja.TACC C-CATCAGGCG CTCTTCCGCT TCCTCGCTCA CTGACTCGCT GCGCTCGGTC 
TGTCGGCTGC GGCGAGCGGT ATCAGCTCAC TCAPJVGGCGG Ti^-ATACGGTT ATCCACAGAA 
TCAGGGGATA ACGCAGGAAA GAACATGTGA GCAAA-AGGCC AGCAAAAGGC CAGGAACCGT 
. AAAAAGGCCG 3GTTGCTGGC GTTTTTCCAT AGGCTCCGCC CCCCTGACGA GCATCACAAA 
AATCGACGC7 CAAGTCAGAG GTCGCGAJU^.C CCGACAGGAC TATAAAGATA CCAGGCGTTT 
CCCCCTGGAP. GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCGACCC TGCCGCTT.AC CGGATACCTG 
TCCGCCTTTC TCCCTTCGGG .^lAGCGTGGCG CTTTCTGAAT GCTCACGCTG TAGGTATCTC 
AGTTCGGTGT AGGTCGTTCG CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC ACGAACCCCC CGTTCAGCCC 
GACCGCTGCG CCTTATCCGG TAACTATCGT CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG ACACGACTTA 
TCGCCACTGG CAGCAGCCAC TGGTAACAGG ATTAGCAGAG CGAGGTATGT AGGCGGTGCT 
ACAGAGTTCT TGAJ^GTGGTG GCCTAACTAC GGCTACACTA GAJ\GGACAGT ATTTGGTATC 
TGCGCTCTGC TGAAGCCAGT TACCTTCGGA APAAGAGTTG GTAGCTCTTG ATCCGGCAAA 
CAAACCACCG CTGGTAGCGG TGGTTTTTTT GTTTGCAAGC AGCAGATTAC GCGCAGAAAA 
AAAGGATCTC AJVGAAGATCC TTTGATCTTT TCTACGGGGT CTGACGCTCA GTGGAACGAA 
AACTCACGTr AAGGGATTTT GGTCATGAGA TTATCAAAJ\A GGATCTTCAC CTAGATCCTT 
TTAAATTAAA AATGAAGTTT TAAATCAATC TAJi-AGTATAT ATGAGTAAJIC TTGGTCTGAC 
AGTTACCAAT GCTTAJ^TCAG TGAGGCACCT ATCTCAGCGA TCTGTCTA*TT TCGTTCATCC 
ATAGCTGCCT GACTCCCCGT CGTGTAGATA ACTACGATAC GGGAGGGCTT ACCATCTGGC 
CCCAGTGCTG CAATGATACC GCGAGACCCA CGCTCACCGG CTCCAGATTT ATCAGCAATA 
AACCAGCCAG CCGGAAGGGC CGAGCGCAGA AGTGGTCCTG CA-ACTTTATC CGCCTCCATC 
CAGTCTATTA ATTGTTGCCG GGAAGCTAGA GTAAGTAGTT CGCCAGTTAJV TAGTTTGCGC 
AACGTTGTTG CCATTGCTAC AGGCATCGTG GTGTCACGCT CGTCGTTTGG TATGGCTTCA 
TTCAGCTCCG GTTCCCAACG ATCAAGGCGA GTTACATGAT CCCCCATGTT GTGCAAAAAA 
GCGGTTAGCT CCTTCGGTCC TCCGATCGTT GTCAGAAGTA AGTTGGCCGC AG7GTTATCA 
CTCATGGTTA TGGCAGCACT GCATAATTCT CTTACTGTCA TGCCATCCGT AAGATGCTTT 
TCTGTGACTG GTGAGTACTC AACCAAGTCA TTCTGAGAAT AGTGTATGCG GCGACCGAGT 
TGCTCTTGCC CGGCGTCAAT ACGGGATAAT ACCGCGCCAC ATAGCAGA-AC TTTAAAAGTG 
CTCATCATTG GAAAACGTTC TTCGGGGCGA AAACTCTCAA GGATCTTACC GCTGTTGAGA 
TCCAGTTCGA TGTAACCCAC TCG7GCACCC AACTGATCTT CAGCATCTTT TACTTTCACC 
AGCGTTTCTG GGTGAGCAAA AACAGGAAGG CAAAATGCCG CAAAAAAGGG AATAAGGGCG 
ACACGGAAAT GTTGAATACT CATACTCTTC CTTTTTCAAT ATTATTGAAG CATTTATCAG 
GGTTATTGTC TCATGAGCGG ATACATATTT GAATGTATTT AGAAAAATAA ACAAATAGGG 
GTTCCGCGCA CATTTCCCCG AAPJKGTGCCA CCTGACGTCT AAGAAACCA.T TATTATCATG 
ACATTAACCr ATAA-AAATAG GCGTATCACG AGGCCCTTTC GTCTTCAC// 
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SEQ ID No. 11: pNCO-EC-MBP-BS-Lusy 

pNCO-N-BS-Lusy mir c-en fur das Maltose bincende Prctem {MBP) aus Escherichia 
coll 

SEQUENCE 5064 BP; 1385 A; 11=9 C; 1250 G; 1240 T; 0 OTHER; 

CTCGAGPJLBlT CATAAAA-V^.T TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAJV T7GATTAA-AG AGGAGA^TT AACTATGAAJi 
ATCGAJ^.GPAG GTAJXACTGGT AJITCTGGATT A_ACGGCGATA AAGGCTATAJ\ CGGTCTCGCT 
GAAGTCGGTA AGPJLATTCGA GAAAGATACC GGAJi.TTAJiAG TCACCGTTGA GCATCCGGAT 
AAACTGGAA.G AGAJ^ATTCCC ACAGGTTGCG GCAJi.CTGGCG ATGGCCCTGA CATTATCTTC 
TGGGCACACG ACCGCTTTGG TGGCTAC3CT CPATCTGGCC TGTTGGCTGA P_ATCACCCCG 
GACAAAGCGT TCCAGGACAA GCTGTATCCG TTTACCTGGG ATGCCGTACG TTACAACGGC 
AAGCTGATTG CTTACCCGAT CGCTGTTGA-A GCGTTATCGC TGATTTATAJi CA^GATCTG 
CTGCCGAACC CGCCAAAAJ^C CTGGGA.-.GAG ATCCCGGCGC TGGATAAAGA ACTGAAAGCG 
AAAGGTAAGA GCGCGCTGAT GTTCAACCTG CAAGAACCGT ACTTCACCTG GCCGCTGATT 
GCTGCTGACG GGGGTTATGC GTTCAAGTAT GAAJ^Ji.CGGCA AGTACGACAT TAAAGACGTG 
GGCGTGGATA ACGCTGGCGC GAAAGCGGGT CTGACCTTCC TGGTTGACCT GATTAAAAAC 
AAACACATGA ATGCAGACAC CGATTACTCC ATCGCAGAAG CTGCCTTTAA TAAAGGCGAA 
ACAGCGATGA CCATCAACGG CCCGTGGGCA TGGTCCAACA TCGACACCAG CAJU^GTGAAT 
TATGGTGTAP. CGGTACTGCC C-ACCT7CA-AG GGTCAJVCCAT CCAAACCGTT CGTTGGCGTG 
CTGAGCGCAG GTATTAACGC CGCCAGTCCG AJ^CAAJIGAGC TGGCAAAAGA GTTCCTCGAA 
AACTATCTGC TGACTGATGA AGGTCTGGAJ^ GCGGTTAATA AAGACAAACC GCTGGGTGCC 
GTAGCGCTGA AGTCTTACGA GGAAGAGTxG GCGAAAGATC CACGTATTGC CGCCACCATG 
GAAAACGCCC AGAAAGGTGA AATCATGCCG AACATCCCGC AGATGTCCGC TTTCTGGTAT 
GCCGTGCGTA CTGCGGTC-AT CAACGCCGCC AGCGGTCGTC AGACTGTCGA TGAAGCCCTG 
AAAGACGCGC AGACTAATTC GAGCTCGAAC AJ^^CAACAACA ATAACAATAA CAACAACCTC 
GGGATCGAGG GAAGGATTTC AGAJiTTCGCG GCCGCTATGA ATATCATACA AGGAAATTTA 
GTTGGTACAG GTCTTAAAJi.T CGGAATCGTA GTAGGAAGAT TTAATGATTT TATTACGAGC 
AAGCTGCTGA GCGGAGCAGA AGATGCGCTG CTCAGACATG GCGTAGACAC A_-J^TGACATT 
GATGTGGCTT GGGTTCCAGG CGCATTTGAJ^ ATACCGTTTG CTGCGAAAAA AATGGCGGAA 
ACAAAAAAAT ATGATGCTAT TATCACATTG GGCACTGTCA TCAGAGGCGC AACGACACAT 
TACGATTATG TCTGCAATGA AGCTGCAJ\AA GGCATCGCGC AAGCAGCAAA CACTACTGGT 
GTACCTGTCA TCTTTGGAAT TGTAACA-ACT GAJWiCATCG AACAGGCTAT CGAGCGTGCC 
GGCACAAAAG CGGGCA_ACAA AGGTGTAGAT TGTQCTGTTT CTGCCATTGA P_ATGGCAAAT 
TTAAACCGCT CATTTGAATA ATTTGGATCC GTCGACCTGC AGCCAAGCTT AJ^.TTAGCTGA 
GCTTGGACTC CTGTTGATAG ATCCAGTAAT GACCTCAGAA CTCCATCTGG ATTTGTTCAG 
AACGCTCGGT TGCCGCC3GG CGTTTTTTAT TGGTGAG/^J^T CCA-AGCTAGC TTGGCGAGAT 
TTTCAGGAGC T?AGG?JKGCT AAAATGGAGA AA-AA-AATCAC TGGATATACC ACCGTTGATA 
TATCCCAATG GCATCGTAAJi GAACATTTTG AGGCAXTTCA GTCAGTTGCT CAJ^TGTACCT 
ATAACCAGAC CGTTCAGCTG GATATTACGG CCTTTTTAAA GACCGTAAAG A-AAAATAAGC 
ACAAGTTTTA TCCGGCCTTT ATTCACATTC TTGCCCGCCT GATGAATGCT CATCCGGAAT 
TTCGTATGGC RAIGP-.-.-.GAC GGTGAGCTGG TGATATGGGA TAGTGTTCAC CCTTGTTACA 
CCGTTTTCCA TGAGCA_AACT GAAACGTTTT CATCGCTCTG GAGTGAJlTAC CACGACGATT 
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ATTTCCCTAA AGGGTTTATT GAGAATATG7 
TCACCAGTTT TGATTTAAAC GTGGCCAATA 
rGCATGGGCA .AATATTATA.C GCAA.GGCGAC 

TGCGATGAGT GGCAGGGCGG GGCGTAATTT 
CCTGGGGTAA. TGACTCTCTA GCTTGAGGCA 
CTGGGCCTTT CGTTTTATCT GTTGTTTGTC 
GCCGCTCTAG AGCTGCCTCG CGCGTTTCGG 
GCTCCCGGAG ACGGTCACAG CTTGTCTGTA 
GGGCGCGTCA GCGGGTGTTG GCGGGTGTCG 
TAGCGGAGTG TATACTGGCT TAACTATGCG 
CATATGCGGT GTGAAATACC GCACAGATGC 
TCCGCTTCCT CGCTCACTGA CTCGCTGCGC 
GCTCACTCAJ\ AGGCGGTAAT ACGGTTA.TCC 
ATGTGAGCAA AJ^GGCCAGCA AJVAGGCCAGG 
TTCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGAGCA.T 
CGAAACCCGA CAGGACTATA AAGATACCAG 
TCTCCTGTTC CGACCCTGCC GCTTACCGGA 
GTGGCGCTTT CTCAATGCTC ACGCTGTAGG 
AAGCTGGGCT GTGTGCACGA ACCCCCCGTT 
TATCGTCTTG AGTCCAACCC GGTAAGACA.C 
AACAGGATTA GCAGAGCGAG GTATGTAGGC 
AACTACGGCT ACACTAGAAG GACAGTATTT 
. TTCGGAAAAA GAGTTGGTAG CTCTTGATCC 
TTTTTTGTTT GCAAGCA.GCA GATTACGCGC 
ATCTTTTCTA. CGGGGTCTGA CGCTCAGTGG 
ATGAGATTAT CAAPJkAGGAT CTTCACCTAG 
TCAATCTAAA GTATATATGA GTAAJ^CTTGG 
GCACCTATCT CAGCGATCTG TCT.ATTTCGT 
TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA 
GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTA.TCA 
CGCAGAAGTG GTCCTGCAAC TTTA.TCCGCC 
GCTAGAG7AA GTAGTTCGCC AGTTAATAGT 
ATCGTGGTGT CACGCTCGTC GTTTGGTATG 
AGGCGAGTTA CATGATCCCC CATGTTGTGC 
ATCGTTGTCA GAAGTAAGTT GGCCGC.AGTG 
AATTCTCTTA. CTGTCATGCC ATCCGTAAGA 
AAGTCATTCT GAGAATAGTG TATGCGGCGA 
GATAATACCG CGCCACATAG CA.GAACTTTA. 
GGGCGAAAAC TCTCAAGGAT CTTA.CCGCTG 
GCACCCAJiCT GP.TCTTCAGC ATCTTTTA.CT 



ATGTGGCGTG TTACGGTGAA A.ACCTGGCCT 
TTTTCGTCTC AGCCAATCCC TGGGTGAGTT 
TGGACAACTT CTTCGCCCCC GTTTTCACCA 
A-^.GGTGCTGA 7GCCQC7GGC GATTCAGGTT 
GGCAGAATGC TT.-_ATGAJ^TT ACAACAGTAC 
?TTT.^«AGGCA GT7ATTGGTG CCCTTAAACG 
TCA.2J^.TAAAJ^ CGP-J^-AGGCTC AGTCGAAAGA 
GG7GAACGCT CTCCTGAGTA GGACAJIATCC 
TGATGACGGT GAAAJ\CCTCT GACACATGCA 
AGCGGATGCC GGGAGCAGAC AAGCCCGTCA 
GGGCGCAGCC ATGACCCAG7 CACG7AGCGA 
GCATCAGAGC AGA77G7AC7 GAGAGTGCAC 
GTAAGGAGAA AA7ACCGCA7 CAGGCGC7C7 
7CGGTC7G7C GGC7GCGGCG AGCGGTATCA 
ACAGAATCAG GGGA7AJ^CGC AGGAAJKGhAC 
AACCGTAAAjK AGGCCGCG77 GC7GGCGTT7 
CACA-AAAA7C GACGC7CA-AG 7CAGAGG7GG 
GCG777CCCC C7GGAAGC7C CCTCG7GCGC 
TA.CCTG7CCG CC7TTC7CCC 7TCGGGAAGC 
7A.7C7CAGT7 CGGTG7AGG7 CG77CGCTCC 
CA.GCCCGACC GCTGCGCC77 ATCCGGTAAC 
GAC77A7CGC CACTGGCAGC AGCCACTGGT 
GG7GC7ACAG AG77C77GAA. G7GG7GGCC7 
GG7A7CTGCG C7C7GC7GA-A GCCAGTTACC 
GGCAAACAAA CCACCGC7GG 7AGCGG7GG7 
AGAJiAAAAAG GA7CTCAAGA AGA7CCTTTG 
AP.CGAAAAC7 CACG77AAGG GA7777GG7C 
P.7CC777TAA A77AJ\AAA7G AAGT777AAA 
7C7GA.CAGT7 ACC7y^7GC77 AATCAG7GAG 
7CATCCATAG CTGCC7GA.C7 CCCCGTCG7G 
7CTGGCCCCA G7GC7GCAA7 GATACCGCGA 
GCAJi7AAACC AGCCAGCCGG AJ^GGGCCGAG 
TCCA7CCAG7 C7A77AJIT7G 77GCCGGGAA 
77GCGCAACG 77G7TGCCA7 7GCTACAGGC 
GC77CA77CA GC7CCGG77C CCAACGATCA 
AAAAAJaGCGG T7AGC7CC7T CGG7CC7CCG 
77A7CACTCA TGGTTA7GGC AGCACTGCAT 
TGC7777C7G 7GAC7GG7GA G7AC7CAACC 
CCGAG77GC7 C7TGCCCGGC G7CAATACGG 
AAAG7GC7CA 7CA77GGAJL-. ACG77CTTCG 
77GAGATCCA G77CGA7G7A ACCCAC7CG7 
77CACCAGCG 77TCTGGG7G AGCAAAAACA 
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CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT 
ATATTTGA^.T GTATTTAGAA A-AAT^-.^^ACAA 
GTGCCACCTG ACGTCTAAGA AACCATTATT 
ATCACGAGGC CCTTTCGTCT TCAC// 



TATCAGGGTT ATTGTCTCAT GAGCGGATAC 
ATAGGGGTTC CGCGCACATT TCCCCGAAAA 
ATCATGACAT TAJICCTATAA AJUVTAGGCGT 



SEQ ID No. 12: pNCO~BS-LuSy-EC-DHFR 

pNCO-C-BS-LuSy mit Gen fur die Dihydrof clatredukt ase aus Escherichia cbli . 



SEQUENCE 4 380 


BP; 1161 


A; 1022 < 


C; 1086 G; 


1111 T; 


0 OTHER; 


CTCGAGAAAT 


CATAAAAAAT 


TTA ^ i 1 ovw- i. ^ 




TAACAJ\TTAT 


AATAGATTCA 


ATTGTGAGCG 


GA.TAACAATT 


TCACAXAGAA 


TTCATTAAAG 


AGGAGAAATT 


AACTA.TGAA.T 


ATCATACAJ\G 


GAAATTTAGT 


rp ^ T" TL T. fn 


CTTAAAATCG 


GAATCGTAGT 


AGGAAGATTT 


AATGATTTTA 


TTACGAGCAA 




GGAGCAGAAG 


ATGCGCTGCT 


CA.GACATGGC 


GTAGACACAA 


ATGACATTGA 


rr%f^rr\ ^ f^rr^r^ »^f^ 
X VJ » OVJV.^ X 1 'OO 


GTTCCAGGCG 


CATTTGAA-AT 


ACCGTTTGCT 


GCGAAAAAAA 


TGGCGGAAAC 


AAJW^-AATAT 

m mm mm m^ m^ ma • ^» • • 


GA.TGCTATTA 


TCACATTGGG 


CA.CTGTCATC 


AGAGGCGCA-A 


CGACACA.TTA 


CGATTATGTC 


TGCAATGAAG 


CTGCAAAA.GG 


CATCGCGCAA 


GCAGCAAACA 


CT^CTGGTGT 


ACCTGTCATC 


TTTGGAATTG 


TAACAACTGA 


AAACATCGAA 


CAGGCTATCG 


AGCGTGCCGG 


CACAAAAGCG 


GGCAACAAAG 


GTGTAGATTG 


TGCTGTTTCT 


GCCATTGAAA 


TGGCAAATTT 


AAACCGCTCA. 


TTTGAATTAG 


CGGCCGCTGG 


TGGAGGCGGA 


ATGATCAGTC 


TGATTGCGGC 


GTTAGCGGTA 


GA.TCGCGTTA 


TCGGCATGGA 


AAACGCCATG 


CCGTGGAJJ^CC 


TGCCTGCCGA 


i ^ X wk3V^'->^ jl \^\J 


TTTAAACGCA 


ACACCTTAA-A 


TAAACCCGTG 


ATTATGGGCC 


GCCATACCTG 




/— r~ m ^ try ^ ft rn 
V^O i i l^L^Vj X 


TGCCAGGACG 


CA-AAAATATT 


ATCCTCAGCA 


GTCAJ\CCGGG 


TACGGACGAT 


CGCGTAACGT 


GGGTGAAGTC 


GGTGGATGAA 


GCCATCGCGG 


CGTGTGGTGA 




ATCATGGTGA. 


TTGGCGGCGG 


TCGCGTTTAT 


GAACAGTTCT 


TGCCAAAAGC 


GCAJiAAACTG 


TATCTGACGC 


ATATCGACGC 


AGAAGTGGAA 


GGCGACACCC 


ATTTCCCGGA 


TTACGAGCCG 


GATGACTGGG 


AATCGGTATT 


CAGCGAATTC 


CACGATGCTG 


ATGCGCAGA-A 


r- T T :i r* n P 


TATTGCTTTG 


AGATTCTGGA. 


GCGGCGGTAA. 


GGATCCGTCG 


ACCTGCAGCC 


AA.GCTTAATT 


AGCTGAGCTT 


GGACTCCTGT 


TGATAGATCC 


AGTAATGACC 


TCAGAACTCC 


TV rp • rp» /-^ «^ rri i-r* rp 

/-i 1 >w« X v^u«n X X 1 


GTTCAGAACG 


CTCGGTTGCC 


GCCGGGCGTT 


TTTTATTGGT 


GAGAATCCAA 


GC X .-LvjC X G*c; 


L^AGATTTTC 


AGGAGCTAA.G 


GAAGCTAAAJi 


TGGAGAAAAA 


AATCACTGGA 


TATACCACCG 


T T G A.T AT ATC 


CCAJ^TGGCA.T 


CG TAAAGAJi.C 


ATTTTGAGGC 


ATTTCAGTCA 


ox i X '-riri x 


GTACCTATAA 


CCAGACCGTT 


CAGCTGGATA 


TTACGGCCTT 


TTTAJ^AGACC 


GTAJiAGAAAA 


ATAJiGCAC7\A 


GTTTTATCCG 


GCCTTTATTC 


ACATTCTTGC 


CCGCCTGATG 


AATGCTCATC 


CGGAJITTTCG 


TATGGCA-ATG 


AAAGACGGTG 


AGCTGGTGAT 


ATGGGATAGT 


rp rr» /»-• /-•/-• rr> rr* 
Lj X - s-^.-^X- ^ i 1 


w 1 X /ICAv^Lo X 


WT\ rT% rp ^ rp "n **» 

1 X X Vjrr-.^ 


CAJ^CTGA-AJi 


CGTTTTCATC 


ov^ In--. oLsr^.VT i 


GAJ:-.TACCACG 




^ ^ 

VjV-z-vo X i i w - 


CACATATATT 


CGCAAGATGT 




GGTGAJLAACC 


f. ^ frTi TV ^rp rp 
. ^VJ'^-s- xH.X 1 i 


CCCTAJ^GGG 


TTTA.TTGAGA 
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ATATGTTTTT 




CCAATATGGA 


^ ■»» T\ rp rr» /~« >T< 'T* 

^.--T-.C 1 i V- i * 


GGCGACAAGG 




CATGTCGGCA 


GAATGCTTAA 


T 7\ j^'jp "J* 


A-AGGCAGTTA 


GAGGCATCAJ\ 


ATAAJ\ACGAJa 


TTTGTCGGTG 


AACGC7CTCC 


TTTCGGTGA.T 


GACGGTGAAA 


TCTGTAA.GCG 


GA.TGCCGGGA 


GTGTCGGGGC 


GCAGCCATGA 


TATGCGGCAT 


CAGAGCA.GAT 


AGATGCGTAJV 


GGAGAAAATA 


CTGCGCTCGG 


TCTGTCGGCT 


TTATCCACAG 


A-ATCAGGGGA 


GCCAGGAJiLCC 


GTAAAAAGGC 


GAGCATCACA 


AAJ^J\TCGACG 


TACCAGGCGT 


TTCCCCCTGG 


ACCGGATACC 


TGTCCGCCTT 


TGTAGGTATC 


TCAGTTCGGT 


CCCGTTCAGC 


CCGACCGCTG 


AGACACGACT 


TA.TCGCCACT 


GTAGGCGGTG 


CTACAGAGTT 


GTATTTGGTA 


TCTGCGCTCT 


TGATCCGGCA 


AACAAACCAC 


ACGCGCAGAA 


AAJUU^GGATC 


CAGTGGAACG 


AAAACTCACG 


ACCTAGATCC 


TTTTAAATTA 


ACTTGGTCTG 


ACAGTTACCA 


TTTCGTTCAT 


CCATAGCTGC 


TTACCATCTG 


GCCCCAGTGC 


TTATCAGCAA 


TAJ^CCAGCC 


TCCGCCTCCA 


TCCAGTCTA*T 


AATAGTTTGC 


GCAACGTTGT 


GGTATGGCTT 


CP.TTCAGCTC 


TTGTGCAAAA 


AAGCGGTTAG 


GCAGTGTTAT 


CACTCATGGT 


GTAAGATGC^ 


'^'^TCTGTGAC 


CGGCGACCGA 


GTTGCTCTTG 


ACTTTAAAAG 


_ X L-rt X v^rt 1 


CCGCTGTTGP. 






„*s-A\j^-0 i - A 


GGAATAAGGG 


CGACACGGAJi. 



GCTGGCGATT CAGGTTCATC 
TGAJ^.TTACAJi CAGTACTGCG 
TTGGTGCCCT TAAACGCCTG 
AGGCTCAGTC GAAAGACTGG 
TGAGTAGGA.C AA-ATCCGCCG 
ACCTCTGACA CA.TGCAGCTC 
GCAGACAAGC CCGTCAGGGC 
CCCAGTCACG TAGCGATAGC 
TGTACTGAGA GTGCACCATA 
CCGCATCAGG CGCTCTTCCG 
GCGGCGAGCG GTATCAGCTC 
TAJ^CGCAGGA AAGAACATGT 
CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC 
CTCAJ^.GTCAG AGGTGGCGAA 
AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC 
TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG 
GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC 
CGCCTTATCC GGTAACTATC 
GGCAGCAGCC ACTGGTA-ACA 
CTTGAAGTGG TGGCCTAACT 
GCTGAAGCCA GTTACCTTCG 
CGCTGGTAGC GGTGGTTTTT 
TCAA.GAA.GAT CCTTTGATCT 
TTAJi-GGGA.TT TTGGTCATGA 
AAAATGA-AGT TTTAAATCAA 
ATGCTTAATC AGTGAGGCAC 
CTGACTCCCC GTCGTGTAGA 
TGCAATGATA CCGCGAGACC 
AGCCGGAAGG GCCGAGCGCA 
TAJ\TTGTTGC CGGGAAGCTA 
TGCCATTGCT ACAGGCATCG 
CGGTTCCCAA CGATCAAGGC 
CTCCTTCGGT CCTCCGATCG 
TATGGCAGCA CTGCATAJ\TT 
TGGTGAGTAC TCAACGAAGT 
CCCGGCGTCA A.TACGGGATA 
TGGAAAJVCGT TCTTCGGGGC 
GATGTAACCC ACTCGTGC.AC 
TGGGTGA.GCA AJ^AACAGGAA 
ATGTTGAATA CTCATACTCT 



CAGTTTTGAT TTAAACGTGG 
TGGGCAAATA TTATACGCAA- 
ATGCCGTCTG TGATGGCTTC 
ATGAGTGGCA GGGCGGGGCG 
GGGT.AATGAC TCTCTAGCTT 
GCCTTTCGTT TTA.TCTGTTG 
CTCTA.GAGCT GCCTCGCGCG 
CCGGA.GACGG TCACAGCTTG 
GCGTCAGCGG GTGTTGGCGG 
GGAGTGTATA CTGGCTTAAC 
TGCGGTGTGA AATACCGCAC 
CTTCCTCGCT CACTGACTCG 
ACTCAAAGGC GGTAATACGG 
GAGCAAAAGG CCAGCAJU\AG 
ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC 
ACCCGACAGG ACTATAAAGA 
CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT 
CGCTTTCTCA ATGCTCACGC 
TGGGCTGTGT GCACGAACCC 
GTCTTGAGTC CAACCCGGTA 
GGATTAGCAG AGCGAGGTAT 
ACGGCTACAC TAGAAGGACA 
GAJ^AAAGAGT TGGTAGCTCT 
TTGTTTGCAA GCAGCAGATT 
TTTCTACGGG GTCTGACGCT 
GATTATCAAA AAGGATCTTC 
TCTAAAGTAT A.TATGAGTAA 
CTATCTCAGC GA.TCTGTCTA 
TAJ^CTACGAT ACGGGAGGGC 
CACGCTCACC GGCTCCAGAT 
GAAGTGGTCC TGCAACTTTA 
GAGTAAGTA.G TTCGCCAGTT 
TGGTGTCACG CTCGTCGTTT 
GAGTTACATG ATCCCCCATG 
TTGTCAGAAG TAAGTTGGCC 
CTCTTACTGT CA.TGCCATCC 
CATTCTGAGA. ATAGTGTATG 
ATACCGCGCC ACATAGCAGA 
GAJ\AACTCTC AAGGATCTTA 
CCAACTGATC TTCAGCATCT 
GGCAAAATGC CGCAAAAAJVG 
TCCTTTTTCA. ATATTATTGA 
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ATTATTATCA TGACATTAJ^X CTATAAAAAT 
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GGAT.ACATA.T TTGAATGTAT TTAGAAAAAT 
CGAAAAGTGC CACCTGACGT CTAAGAAACC 
AGGCGTATCA CGAGGCCCTT TCGTCTTCAC// 



SEQ ID No. 13: pNCO-N-VP2"BS-Lusy 

Fusion eines Teils des VP2 Ober f iachenprc"eins des *minc enteritis Virus' an den 
N-Terminus der Lumazinsynthase aus 3. subtilis 

SEQUENCE 3936 B?; 1049 A; 914 C; 960 G; 1013 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CA.TAAAJ\AAT TTATTTGCT? TGTGAGCGGA TAACAATT AT AATAGATTCA 

ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGPJl TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGGGG 

GACGGTGCTG TTCAGCCGGA CGGTGGTCAG CCGGCTGTTC GTAACGAACG TATGAJVTATC 

ATACAAGGAA ATTTAGTTGG TACAGGTCTT A-AAJ^TCGGAA TCGTAGTAGG AA.GATTTAAT 

GATTTTATTA CGAGCAAGCT GCTGAGCGGA GCA.GAAGATG CGCTGCTCAG ACATGGCGTA 

GACACAAATG ACATTGATGT GGCTTGGGTT CCAGGCGCAT TTGAAATACC GTTTGCTGCG 

AAAAAAATGG CGGAAACAAA AAAATATGAT GCTATTATCA CATTGGGCAC TGTCATCAGA 

GGCGCAACGA CACATTACGA TTATGTCTGC AATGAAGCTG CAAAAGGCA.T CGCGC/iiAGCA 

GCAAACACTA CTGGTGTACC TGTCA.TCTTT GGAATTGTAA CAACTGAAJ^ CATCGAACAG 

GCTATCGAGC GTGCCGGCAC AAAAGCGGGC AACAAAGGTG TAGATTGTGC TGTTTCTGCC 

ATTGAAATGG CAAATTTAAA CCGCTCATTT GAATAAGGAT CCGTCGACCT GCAGCCAAGC 

TTAATTAGCT GAGCTTGGAC TCCTGTTGAT AGATCCAGTA ATGACCTCAG AACTCCATCT 

GGATTTGTTC AGAACGCTCG GTTGCCGCCG GGCGTTTTTT ATTGGTGAGA ATCCAAGCTA 

GCTTGGCGAG ATTTTCAGGA GCTAAGGAAG CTAAAJ^TGGA GAAAA-AAATC ACTGGATATA 

CCACCGTTGA TATATCCCAA TGGCATCGTA AAGAACATTT TGAGGCATTT CA.GTCAGTTG 

CTCAATGTAC CTATAACCAG ACCGTTCAGC TGGATATTAC GGCCTTTTTA AAGACCGTAA 

AGAAAAATAA GCACAAGTTT TATCCGGCCT TTA.TTCACAT TCTTGCCCGC CTGATGAATG 

CTCATCCGGA ATTTCGTATG GCAATGAAAG A.CGGTGAGCT GGTGATATGG GA.TAGTGTTC 

ACCCTTGTTA CACCGTTTTC CA.TGAGCAAA CTGAAACGTT TTCATCGCTC TGGAGTGAAT 

ACCACGACGA TTTCCGGCAG TTTCTACACA. TATATTCGCA AGATGTGGCG TGTTACGGTG 

AAAACCTGGC CTATTTCCCT AJU^GGGTTTA TTGAGAATAT GTTTTTCGTC TCAGCCAATC 

CCTGGGTGAG TTTCACCAGT TTTGATTTAA A.CGTGGCCAA TATGGACAAC TTCTTCGCCC 

CCGTTTTCAC CATGCATGGG CAAATATTAT .ACGCAAGGCG ACAAGGTGCT GATGCCGCTG 

GCGATTCAGG TTCATCATGC CGTCTGTGAT GGCTTCCATG TCGGCAGAAT GCTT7VATGAA 

TTACAACAGT .ACTGCGATGA GTGGCAGGGC GGGGCGTAAT TTTTTTAAGG CAGTTATTGG 

TGCCCTTAAA CGCCTGGGGT AATGACTCTC TAGCTTGAGG CATCAAATAJl A-ACGAAAGGC 

TCAGTCGAAA GACTGGGCCT TTCGTTTTAT CTGTTGTTTG TCGGTGAACG CTCTCCTGAG 

TAGGACAAJ^T CCGCCGCTCT AGAGCTGCCT CGCGCGTTTC GGTGATGACG GTGAAAACCT 

CTGACACATG CAGCTCCCGG AGACGGTCAC AGCTTGTCTG TAAGCGGATG CCGGGAGCAG 

ACAAGCCCGT CAGGGCGCGT CAGCGGGTGT TGGCGGGTGT CGGGGCGCA.G CCATGACCCA 
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GTCACGTAGC 






CTGAGAGTGC 




GTGTGAJ\ATA 


ATCAGGCGCT 


CTTCCGCTTC 


CTCGCTCACT 


CGAGCGGTAT 


CAGCTCACTC 


~\ ■r\ T. f-' ^ r— — . 


GCAGGAAAGA 


ACATGTGAGC 




TTGCTGGCGT 


TTTTCCATAG 


*^ /^»T« <^ y*- ^ /— • ^ 


AGTCAGAGGT 


GGCGAAA.CCC 


GAG AG G AC T . 


TCCCTCGTGC 


GCTCTCCTGT 


TCCGACCC7G 


CCTTCGGGAJV 


GCGTGGCGCT 


TTCTCAJVTGC 


GTCGTTCGCT 


CCA.2^GCTGGG 


rn /— • rn ^ 
1 J. i OV-.— ^ 


TTATCCGGTA 


ACTATCGTCT 


TGAGTCCA-AC 


GCAGCCACTG 


GTAACAGGAT 


TAGCAGAGCG 


AAGTGGTGGC 


CTAACTACGG 


CTACACTAGA 


AAGCCAGTTA 


CCTTCGGAAA 


AJiGAGTTGGT 


GGTAGCGGTG 


j^pi ^* 


TTGCAJ\GCAG 


GAAGATCCTT 


TGATCTTTTC 




GGGATTTTGG 


TCATGAGATT 


ATCAA-AAAGG 


TG/VAGTTTTA 


AJ^TCAATCTA 


AJ^GTATATAT 


TTAATCAGTG 


AGGCACCTA.T 


CTCAGCGATC 


CTCCCCGTCG 


TGTAGATAAC 


7ACGATACGG 


ATGATACCGC 


GAGACCCACG 


CTCACCGGCT 


GGAAGGGCCG 


AGCGCAGAAG 


TGGTCCTGCA 


TGTTGCCGGG 


AAGCTAGAGT 


AAGTAGTTCG 


ATTGCTACAG 


GCATCGTGGT 


GTCACGCTCG 


TCCCAACGAT 


CA-AGGCGAGT 


TACATGATCC 


TTCGGTCCTC 




CAGA-AGTAAG 


GCAGCACTGC 


ATAATTCTCT 




GAGTACTCAA 


CCAAGTCATT 


CTGAGAATA.G 


GCGTCAATAC 


GGGATAATAC 


CGCGCCACAT 


AAACGTTCTT 


CGGGGCGAJ^Jl 


ACTCTCAAGG 




GTGCACCCAA- 


CTGATC X Tv-A 


TGAGCAAAAA 


CA-GGAAGGCA. 


AJ^J^.TGCCGCA 


TGAATACTCA 


TACTCTTCCT 


TTTTCAJ^TA.T 


ATGAGCGGAT 


ACATATTTGA 


ATGTATTTAG 


TTTCCCCGAA 




TGACGTCTAA. 


AAAAATAGGC 


GTATCACGAG 


OWw'w X 1 X w'o X 



CTTAJICTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA 
CCGCACAGAT GCGTA.AGGAG A-AAATACCGC 
GACTCGCTGC GCTCGGTCT3 TCGGCTGCGG 
ATACGGTTAT CCA.CAGAJ^.TC AGGGGATA-AC 
CAJLAAGGCCA GGA-ACCGT.AA AJ^AGGCCGCG 
CCTGACGAGC ATCACA^AAJLA TCGACGCTCA 
TA-AAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC 
CCGCTTACCG GATACCTGTC CGCCTTTCTC 
TCACGCTGTA GGTATCTCAG TTCGGTGTAG 
G.AACCCCCCG T7CAGCCCGA CCGCTGCGCC 
CCGGTAJ\GAC ACGACTTATC GCCACTGGCA 
AGGTATGTAG GCGGTGCTA.C AGAGTTCTTG 
AGGACAGTAT TTGGTATCTG CGCTCTGCTG 
AGCTCTTGAT CCGGCAJ^J^CA AACCACCGCT 
CAGATTACGC GCAGAAAJIAA AGGATCTCAA 
GACGCTCAGT GGAACGAJLAA CTCACGTTAA 
ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 
GAGTAJ^CTT GGTCTGACAG TTACCAATGC 
TGTCTATTTC GTTCATCCA.T AGCTGCCTGA 
GAGGGCTTAC CATCTGGCCC CAGTGCTGCA 
CCAGATTTAT CAGCAATAAJl CCAGCCAGCC 
ACTTTATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTGTTGCC 
TCGTTTGGTA TGGCTTCATT CAGCTCCGGT 
CCCATGTTGT GCAJ^AAAAGC GGTTAGCTCC 
TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG 
CCA.TCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
TGTA.TGCGGC GACCGAGTTG CTCTTGCCCG 
AGCAGA-ACTT TAAAAGTGCT CATCATTGGA 
ATCT7ACCGC TGTTGAGATC CAGTTCGATG 
GCA7CTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG 
AAAPJkGGGPLA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
TATTGAAGCA TTTATCAGGG TTATTGTCTC 
AAAAATAAJ^C AAJ^TAGGGGT TCCGCGCACA 
GAAACCATTA TTATCATGAC ATTAACCTAT 
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SEQ ID No. 14: pNCO-C-VP2~BS-Lusy 

Fusion eines Teiis des VP2 Oberf lachenproteins des ^minc enteritis Virus' an den 
C-Terminus der Lumazinsynthase aus B. subtilis 

SEQUENCE 3932 BP; 1046 A; 915 C; 958 G; 1013 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGAAT 
ATCATACAAG GAAATTTAGT TGGTACAGGT CTTAAAATCG GAATCGTAGT AGGAAGATTT 
AATGATTTTA TTACGAGCAA GCTGCTGAGC GGAGCAGAAG ATGCGCTGCT CAGACATGGC 
GTAGACACT^ ATGACATTGA TGTGGCTTGG GTTCCAGGCG CATTTGAAAT ACCGTTTGCT 
GCGAAAAAAA TGGCGGAAAC AAAAAAATAT GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC 
AGAGGCGCAA CGACACATTA CGATTATGTC TGC7U\TGAAG CTGCAAAAGG CATCGCGCAA 
GCAGCAAACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC TTTGGAATTG TAACAACTGA AAACATCGAA 
CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACAAAAGCG GGCAACAAAG GTGTAGATTG TGCTGTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT AAACCGTTCT TTCGAAGGTG ACGGTGCTGT TCAGCCGGAC 
GGTGGTCAGC CGGCTGTTCG TAACGAACGT TAGGATCCGT CGACCTGCAG CCAAGCTTAA 
TTAGCTGAGC TTGGACTCCT GTTGATAGAT CCAGTAATGA CCTCAGAACT CCATCTGGAT 
TTGTTCAGAA CGCTCGGTTG CCGCCGGGCG TTTTTTATTG GTGAGAATCC AAGCTAGCTT 
GGCGAGATTT TCAGGAGCTA AGGAAGCTAA AATGGAGAAA AAAATCACTG GATATACCAC 
CGTTGATATA TCCCAATGGC ATCGTAAAGA ACATTTTGAG GCATTTCAGT CAGTTGCTCA 
ATGTACCTAT AACCAGACCG TTCAGCTGGA TATTACGGCC TTTTTAAAGA CCGTAAAGAA 
A/y^TAAGCAC AAGTTTTATC CGGCCTTTAT TCACATTCTT GCCCGCCTGA TGAATGCTCA 
TCCGGAATTT CGTATGGCAA TGAAAGACGG TGAGCTGGTG ATATGGGATA GTGTTCACCC 
TTGTTACACC GTTTTCCATG AGCAAACTGA AACGTTTTCA TCGCTCTGGA GTGAATACCA 
CGACGATTTC CGGCAGTTTC TACACATATA TTCGCAAGAT GTGGCGTGTT ACGGTGAAAA 
CCTGGCCTAT TTCCCTAAAG GGTTTATTGA GAATATGTTT TTCGTCTCAG CCAATCCCTG 
GGTGAGTTTC ACCAGTTTTG ATTTAAACGT GGCCAATATG GACAACTTCT TCGCCCCCGT 
TTTCACCATG CATGGGCAAA TATTATACGC AAGGCGACAA GGTGCTGATG CCGCTGGCGA 
TTCAGGTTCA TCATGCCGTC TGTGATGGCT TCCATGTCGG CAGAATGCTT AATGAATTAC 
AACAGTACTG CGATGAGTGG CAGGGCGGGG CGTAATTTTT TTAAGGCAGT TATTGGTGCC 
CTTAAACGCC TGGGGTAATG ACTCTCTAGC TTGAGGCATC AAATAAAACG AAAGGCTCAG 
TCGAAAGACT GGGCCTTTCG TTTTATCTGT TGTTTGTCGG TGAACGCTCT CCTGAGTAGG 
ACAAATCCGC CGCTCTAGAG CTGCCTCGCG CGTTTCGGTG ATGACGGTGA AAACCTCTGA 
CACATGCAGC TCCCGGAGAC GGTCACAGCT TGTCTGTAAG CGGATGCCGG GAGCAGACAA 
GCCCGTCAGG GCGCGTCAGC GGGTGTTGGC GGGTGTCGGG GCGCAGCCAT GACCCAGTCA 
CGTAGCGATA GCGGAGTGTA TACTGGCTTA ACTATGCGGC ATCAGAGCAG ATTGTACTGA 
GAGTGCACCA TATGCGGTGT GAAATACCGC ACAGATGCGT AAGGAGAAAA TACCGCATCA 
GGCGCTCTTC CGCTTCCTCG CTCACTGACT CGCTGCGCTC GGTCTGTCGG CTGCGGCGAG 
CGGTATCAGC TCACTCAAAG GCGGTAATAC GGTTATCCAC AGAATCAGGG GATAACGCAG 
GAAAGAACAT GTGAGCAAAA GGCCAGCAAA AGGCCAGGAA CCGTAAAAAG GCCGCGTTGC 
TGGCGTTTTT CCATAGGCTC CGCCCCCCTG ACGAGCATCA CAAAAATCGA CGCTCAAGTC 
AGAGGTGGCG AAACCCGACA GGACTATAAA GATACCAGGC GTTTCCCCCT GGAAGCTCCC 
TCGTGCGCTC TCCTGTTCCG ACCCTGCCGC TTACCGGATA CCTGTCCGCC TTTCTCCCTT 
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*^Ov-.*J\- 1 i * - 




m rji *^ m •*x 


TCTCAG7TCG 




TTCGCTCCAA 


GCTGGGCTG7 




v^^^^^^^vS^ X 


*~ ^ 7\ ^ /-« 

\; v-^ ^jr-L V- vj 


TGCGCCTTAT 


CCGGT;iJEi.CTA 


TCGTCTTGAG 


TCCAACCCGG 




CTTATCGCCA 


CTGGCAGCAG 


CCACTGGTAA 


CAGGATTAGC 


AGAGCGAGG7 


ATGTAGGCGG 


TGCTACAGAG 


TTCTTGAAGT 


GGTGGCCTAA 


CTACGGCTAC 




i >i 1 X 1 OO 


TATCTGCGCT 


CTGCTGAAGC 


CAGTTACCTT 


CGGAAAAAGA 


GTTGGTAGCT 


CTTGATCCGG 


C.AAAC;iJ\ACC 


ACCGCTGGTA 


GCGGTGGTTT 


TTTTGTTTGC 


AAGCAGCAGA 


TTACGCGCAG 


AAAAAJ\AGGA 


TCTCAAGi^AG 


ATCCTTTGAT 


CTTTTCTACG 






CGAAAACTCA 


CGTTAAGGGA 


TTTTGGTCAT 


GAGATTATCA 


AAAAGGATCT 


TCACCTAGAT 


CCTTTTAAAT 


TAAAAATGAA 


GTTTTAAATC 


AATCTAAJ\GT 


ATATATGAGT 


AAACTTGGTC 


TGACAGTTAC 


CAATGCTTAA 


TCAGTGAGGC 


ACCTATCTCA 




TATTTCGTTC 


ATCCATAGCT 


GCCTGACTCC 


CCGTCGTGTA 


GATAACTACG 


ATACGGGAGG 


GCTTACCATC 


TGGCCCCAGT 


GCTGCAATGA 


TACCGCGAGA 


CCCACGCTCA 


CCGGCTCCAG 


ATTTATCAGC 


AATAAJVCCAG 


CCAGCCGGAA 


GGGCCGAGCG 


CAGAAGTGGT 


CCTGCAJiCTT 


TATCCGCCTC 


CATCCAGTGT 


ATTAATTGTT 


GCCGGGAAGC 


TAGAGTAAGT 


AGTTCGCCAG 


TTAATAGTTT 


GCGCAACGTT 


GTTGCCATTG 


CTACAGGCAT 


CGTGGTGTCA 


CGCTCGTCGT 


TTGGTATGGC 


TTCATTCAGC 


TCCGGTTCCC 


AACGATCAAG 


GCGAGTTACA 


T G ATC u v-r-k 


TGTTGTGCAA 


AAAAGCGGTT 


AGCTCCTTCG 


GTCCTCCGAT 


CGTTGTCAGA 


AGTAAGTTGG 


CCGCAGTGTT 


ATCACTCATG 


GTTATGGCAG 


CACTGCATAA 


TTCTCTTACT 




CCGTAAGATG 


CTTTTCTGTG 


ACTGGTGAGT 


ACTCAACCAA 


GTCATTCTGA 


GAATAGTGTA 


TGCGGCGACC 


GAGTTGCTCT 


TGCCCGGCGT 


CAATACGGGA 


TAATACCGCG 


CCACATAGCA 


GAACTTTAAA 


AGTGCTCATC 


ATTGGAAAAC 


GTTCTTCGGG 


GCGAAAACTC 


TCAJVGGATCT 


TACCGCTGTT 


GAGATCCAGT 


TCGATGTAAC 








PTTTTACTTT 

\^ X X i X <^>^ XXX 


CACCAGCGTT 


TCTGGGTGAG 


CAAAAACAGG 


AAGGCPiPJ\AT 


GCCGCAAAAA 


A.GGGAATAAG 


GGCGACACGG 


AAATGTTGAA 


TACTCATACT 


CTTCCTTTTT 


CAATATTATT 


GAAGCATTTA 


TCAGGGTTAT 


TGTCTCATGA 


GCGGATACAT 


ATTTGAATGT 


ATTTAGAAAA 


p.TAAACAAAT 


AGGGGTTCCG 


CGCACATTTC 


CCCGAAAAGT 


GCCACCTGAC 




CCATTATTAT 


CATGACATTA 


ACCTATAAAA 


ATAGGCGTAT 


CACGAGGCCC 


TTTCGTCTTC 


AC// 







SEQ ID No. 15: pNCO-N/C-VP2-BS-Lusy 

Fusion eines Teiis des VP2 Oberf iachenproueins des 'mine enieritis Virus' an den 
N- una an den C-Terminus der Lumazinsynchase aus B. subtilis 
SEQUENCE 3989 BP; 1055 A; 928 C; 9S1 G; 1025 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAJW\AT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT' TCP.CACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGGGG 
GACGGTGCTG TTCAGCCGGA CGGTGGTCAG CCGGCTGTTC GTPJ\CGAACG TATGAATATC 

« 

ATACAAGGAA P.TTTAGTTGG TACAGGTCTT APiAATCGGAA TCGTAGTAGG AAGA7TTAAT 
GATTT7ATTA CGAGCAAGCT GC7GAGCGGA GCAGAAGA7G CGCTGCTCAG ACATGGCGTA 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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GACACAAATG 




• /— ^ rrt *T> <^ /-^ rr^ rtn 

<wrv^*w i. 1 w-w'O i - 


AAAAAAATGG 


CGGAAACAAA 


AAA A.T AT GAT 


GGCGCAACGA 


CACATTACGA 


TTATGTCTGC 


GCAAACACTA 




TGTCATCTTT 


GCTATCGAGC 


GTGCCGGCAC 


AAAAGGGGGC 


ATTGAJ\ATGG 


C.AAACTTAAA 




GGTCAGCCGG 


CTGTTCGTAJ\ 


CGAACGTTAG 


GCTGAGCTTG 


GACTCCTGTT 


GATAGATCCA 


TTCAGAACGC 


TCGGTTGCCG 


^^/^ T* 


GAGATTTTCA 


GGAGCTAAGG 


AAGCTAAJ^J^.T 


TGATATATCC 


CAA.TGGCATC 


GTAAAGA-ACA. 


TACCTATAAC 


CAGACCGTTC 


AGCTGGATAT 


TAAGCACAAG 


TTTTATCCGG 


CCTTTATTCA. 


GGAATTTCGT 


ATGGCAATGA 


AAGACGGTGA. 


TTACACCGTT 


TTCCATGAGC 


AAACTGAAAC 


CGATTTCCGG 


CAGTTTCTAC 


ACATATP-TTC 


GGCCTATTTC 


CCTAAAGGGT 


TTATTGAGAA 


GAGTTTCACC 


A.GTTTTGATT 


TAAACGTGGC 


CACCATGCAT 


GGGCAAATAT 


TATACGCAJ^lG 


AGGTTCATCA 


TGCCGTCTGT 


GATGGCTTCC 


AGTACTGCGA 


TGAGTGGCAG 


GGCGGGGCGT 


AAACGCCTGG 


GGTAATGACT 


CTCTAGCTTG 


AAAGACTGGG 


CCTTTCGTTT 


TATCTGTTGT 


AATCCGCCGC 


TCTAGAGCTG 


CCTCGCGCGT 


ATGCAGCTCC 


CGGAGACGGT 


CACAGCTTGT 


CGTCAGGGCG 


CGTCAGCGGG 




AGCGATAGCG 


GP.GTGTATAC 


TGGCTTAACT 


TGCACCATAT 


GCGGTGTGAA 


ATACCGCACA 


GCTCTTCCGC 


TTCCTCGCTC 


ACTGACTCGC 


TATCAGCTCA 


CTCAAAGGCG 


GTAATACGGT 


AGAACATGTG 


AGCAAAAGGC 


CAGCAAAAGG 


CGTTTTTCCA 


TAGGCTCCGC 


CCCCCTGACG 


GGTGGCGAAA 


CCCGACAGGA 


CTATAAAGP.T 


TGCGCTCTCC 


TGTTCCGACC 




GAAGCGTGGC 


/-^ m <T» m rp TV 7\ 
'OV^ - i i. 1 


TGCTCACGCT 


GCTCCAAGCT 


<^ «" rr»/~» rn /™ T'/*' 


CACGAACCCC 


GTAACTATCG 


rr^ 9^ % rm t* rr* /"^ 

_ > i. varivj i t^v- 




CTGGTAACAG 


GP.TTA.GCAGA 




GGCCTAACTA 


CGGCTACACT 


AGAAGGACAG 


TTACCTTCGG 


AAAAAGAGTT 


GGTAGCTCTT 


GTGGT7TTTT 


fT^ IT* ^ 

. V7 X . ^ vav.-.-irt'j 


*^.-.GCi-iGr** - Ir*. 


CTTTGATCTT 


-n r«n T" 7> ^ 
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TTGPJ^JVTACC 


GTTTGCTGCG 


GCTATT.ATCA 




TGTCATCAGA 


AJ^.TGAAGCTG 


CAAAAGGCAT 


CGCGCAAGCA 


GGAATTGTAJ^ 


CAACTGAAAA 


CATCGAACAG 


A-ACAAAGGTG 


TAGATTGTGC 


TGTTTCTGCC 


GAAGGTGACG 


GTGCTGTTCA 


GCCGGACGGT 


GATCCGTCGA 


CCTGCAGCCA 


AGCTTAATTA 


GTAATGACCT 


CAGAACTCCA 


TCTGGATTTG 


TTTATTGGTG 


AGAATCCAAG 


CTAGCTTGGC 


GGAGAAAAAA 


ATCACTGGAT 


ATACCACCGT 


TTTTGAGGCA 


TTTCAGTCAG 


TTGCTCAATG 


TACGGCCTTT 


TTAAAGACCG 


TAAAGAAAAA 


CATTCTTGCC 


CGCCTGATGA 


ATGCTCATCC 


GCTGGTGATA 


TGGGATAGTG 


TTCACCCTTG 


GTTTTCATCG 


CTCTGGAGTG 


AATACCACGA 


GCAAGATGTG 


GCGTGTTACG 


GTGAAAACCT 


TA.TGTTTTTC 


GTCTCAGCCA 


ATCCCTGGGT 


CAATATGGAC 


AACTTCTTCG 


CCCCCGTTTT 


GCGACAAGGT 


GCTGATGCCG 


CTGGCGATTC 


ATGTCGGCAG 


AATGCTTAAT 


GAATTACAAC 


AATTTTTTTA 


AGGCAGTTAT 


TGGTGCCCTT 


AGGCATCAAA 


TAAAACGAAA 


GGCTCAGTCG 


TTGTCGGTGA 


ACGCTCTCCT 


GAGTAGGACA 


TTCGGTGATG 


ACGGTGAAAA 


CCTCTGACAC 


CTGTAAGCGG 


ATGCCGGGAG 


CAGACAAGCC 


TGTCGGGGCG 


CAGCCATGAC 


CCAGTCACGT 


ATGCGGCATC 


AG AG GAG ATT 


GTACTGAGAG 


GATGCGTAAG 


GAGAAAATAC 


CGCATCAGGC 


TGCGCTCGGT 


CTGTCGGCTG 


CGGCGAGCGG 


TATCCACAGA 


ATCAGGGGAT 


AACGCAGGAA 


CCAGGAACCG 


TAAAAAGGCC 


GCGTTGCTGG 


AGCATCACAA 


AA-ATCGACGC 


TCAAGTCAGA 


ACCAGGCGTT 


TCCCCCTGGA 


AGCTCCCTCG 


CC GGATACCT 


GTCCGCCTTT 


CTCCCTTCGG 


GTAGGTATCT 


CAGTTCGGTG 


TAGGTCGTTC 


CCGTTCAGCC 


CGACCGCTGC 


GCCTTATCCG 










TACAGAGTTC 


TTGAAGTGGT 


TATTTGGTAT 


CTGCGCTCTG 


CTGAAGCCAG 


GATCCGGCAA 


ACAAACCACC 


GCTGGTAGCG 


GGCGCAGAAA 


AAAAGGATCT 


CAAGAAGATC 


AGTGGAACGA 


AAACTCACGT 


TAAGGGATTT 
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TTAAATCAPiT 
GTGAGGCACC 
TCGTGTAGAT 
CGCGAGACCC 
CCGACCGC.AG 
GGGAAGCTAG 
CAGGCATCG7 
GATCAAGGCG 
CTCCGATCGT 
TGCATAATTC 
CAACCAAGTC 
TACGGGATAA 
CTTCGGGGCG 
CTCGTGCACC 
AAACAGGAAG 
TCATACTCTT 
GAT AC AT ATT 
GAAAAGTGCC 
GGCGTATCAC 



ATTATCAAAA 
CTAAAGTATA 
TATCTCAGCG 
A-ACTACGATA 
ACGCTCACCG 
AAGTGGTCCT 
AGTAAGTAGT 
GGTGTCACGC 
AGTTACATGA 
TGTCAGAAGT 
TCTTACTGTC 
ATTCTGAGAA 
TACCGCGCCA 
AAAACTCTCA 
CAACTGATCT 
GCAAAATGCC 
CCTTTTTCAA 
TGAATGTATT 
ACCTGACGTC 
GAGGCCCTTT 



^ /** Tl ^* * 

Avjvjrti 

TATGAGT.-Ji--. 

CGGGAGGGCT 

^ rr\ /-» <-» — — I r-s 

•T* ^ ^ ~. 

A \— Lav-.*— — .'^ - i .~. 
1 wV:3 1 ^ . . .1 

rjy f-^ ^ f— ^ TT ^ 

AJ^GTTGGCCG 
ATGCCATCCG 
TAGTGTATGC 
CATAGCAGAA 
AGGATCTTAC 
TCAGCATCTT 
GCAAJL-JL-.GG 
TATTATTGAA 
TAGAAAAAT.A 
TAAGAAACCA 
CGTCTTCAC/ 



J. r-.'or^ i w'-w i 

CTTGGTCTGA 
TATCAGCA-AT 

C z-' ^ ^ T\ 

ATAGTTTGCG 
GTATGGCTTC 
TGTGCAAAAA 
CAGTGTTATC 
TA-AGATGCTT 
GGCGACCGAG 
CTTTAAAAGT 
CGCTGTTGAG 
TTACTTTCAC 

GCATTTATCA 
AACAAATAGG 
TTATTATCAT 



CAGTTACCAA. 
CATAGCTGCC 

AJi-ACCAGCCA 
CCAGTCTATT 
CA — GGTT'^'"''* 

AGCGGTTAGC 
ACTCATGGTT 
TTCTGTGA-CT 
TTGCTCTTGC 
GCTCATCATT 
ATCCAGT TCG 
CAGCGTTTCT 
GACACGGAA^A 
GGGTTATTGT 
GGTTCCGCGC 
GACATTAA.CC 



P-AATGAJVG TT 
TGCTTAJ\TCA- 
TGACTCCCCG 
GCAATGATAC 

^ ^ -Kk 7\/^^^ 

O O VJ« -rtVj V3 O 

AATTGTTGCC 
GCCATTGCTA 
GGTTCCCAAC 
TCCTTCGGTC 
ATGGCAGCAC 
GGTGA.GTACT 
CCGGCGTCAA 
GGAAAACGTT 
ATGTAACCCA 
GGGTGAGCAA 
TGTTGAATAC 
CTCATGAGCG 
ACATTTCCCC 
TATAAAAATA 



SEQ ID No 16: pNCO-C-Biotag-BS-Lusy 

Lumazinsynthase aus Bacillus subnilis mit bictinyiier f ahigem Peptid am C- 
Terminus 



SEQUENCE 3927 


BP; 1048 


.A; 915 C; 


955 G; 


1009 T; 0 


OTHER; 


CTCGAGAAAT 


CATAAAAAAT 


TTATTTGCTT 


TGTGAGCGGA 


TAACAATTAT 


AJJ^TAGATTCA 


ATTGTGAGCG 


GA7AACAATT 


TCACACAGAA 


TTCATTAAAG 


AGGAGAAATT 


AACTATGAAT 


ATCATACA^.G 


GAAJ\TTTAGT 


TGGTACAGGT 


CTTAJWlTCG 


GAATCGTAGT 


A.GGAAGATTT 


AATGATTTTA 


TTACGAGCAA 




GGAGCAGAAG 


ATGCGCTGCT 


CAGACATGGC 


GTAGACACAA 


ATGACATTGA 






CATTTGAAAT 


ACCGTTTGCT 


GCGAAAAAAA 


TGGCGGAAAC 




GATGCTATTA 


TCACATTGGG 


CACTGTCATC 


AGAGGCGCAA 


CGACACATTA 


CGATTATGTC 


TGCAJ^.TGAAG 


CTGCAAAAGG 


CATCGCGCAA 


GCAGCAAACA 


CTACTGGTGT 




rf% rn rn /— 7% rp rp 

1 J. X 'jvjAAi 1 0 


TAJVCAACTGA 


AAACATCGAJi 


CAGGCTATCG 


AGCGTGCCGG 


CACAAA-AGCG 


GGCAJ^.CAAAG 


GTGTAGATTG 


TGCTGTTTCT 


GCCATTGA-AA 


TGGCAAACTT 


AAACCGTTCT 


TTCGAJi^GCGG 


CCGCACTCGG 


CGGCATCTTC 


GAAGCTATGA 


AGATGGAGTG 




TCCGTCGACC 


TGCAGCCAJ^G 


CTTAATTAGC 


TGAGCTTGGA 


CTCCTGTTGA 






GAACTCCATC 


TGGATTTGTT 


CAGAACGCTC 


GGTTGCCGCC 


/~* wj^ rr^ 

Csvjks^o 1 X • i ^. 


TATTGGTGAG 


AATCCAAGCT 


AGCTTGGCGA 



ERSATZBLATT (REG EL 26) 



wo 00/53229 



GATTTTCAGG 


J--G C T AAGG AA 


ATATATCCCA 


ATGGCATCGT 


CCTATAJ\CCA 


GACCG7TCAG 


AGCACAAGTT 


TTATCCGGCC 


AATTTCGTAT 


GGCAJiTGAAA 


ACACCGTTTT 


CC.ATGAGCAJ^. 


ATTTCCGGCA. 


G7TTCTACAC 


CCTATTTCCC 


rAAAGGGTTT 


GTTTCACCAG 


TTTTGATTTA 


CCATGCATGG 


GCAAATATTA 


GTTCATCATG 


CCGTCTGTGA 


TACTGCGATG 


AGTGGCAGGG 


ACGCCTGGGG 


TAJ^TGACTCT 


AGACTGGGCC 


TTTCGTTTTA. 


TCCGCCGCTC 


TAGAGCTGCC 


GCAGCTCCCG 


GAGACGGTCA 


TCAGGGCGCG 


TCAGCGGGTG 


CGATAGCGGA 


GTGTATACTG 


CACCATATGC 


GGTGTGAAJ^T 


TCTTCCGCTT 


CCTCGCTCAC 


TCAGCTCACT 


CAJyVGGCGGT 


AACATGTGAG 


CAAAAGGCCA 


TTTTTCCATA 


GGCTCCGCCC 


TGGCGAAACC 


CGACAGGACT 


CGCTCTCCTG 


TTCCGACCCT 


AGCGTGGCGC 


TTTCTCAATG 


TCCAAGCTGG 


<— « /~' <-p m FT-t /— f-^ T\ 

oL. J. u J. <j i uv-./-- 


AACTATCGTC 


TTGAGTCCAJ^. 


GGTAACAGGA 


TTAGCAGAGC 


CCTAACTACG 


GCTACACTAG 


ACCTTCGGA-A 


AJLAGAGTTGG 


GGTTTTTTTG 


TTTGCAAGCA 


TTGATCTTTT 


CTACGGGGTC 


GTCATGAGAT 


TATCAAPiAAG 


AAATCAATCT 


AAAGTATATA 


GAGGCACCTP. 


TCTCAGCGAT 




^ i V*- n ± ^ ^ 


CGAGACCCAC 


GCTCACCGGC 


GAGCGCAGAA 


r|-» m ^ rr» 


GAAGCTAGAG 


TAAGTAGTTC 


GGCATCGTGG 


rr*/""!*/^^ |(-^ ^ 


TCAAGGCGAG 


TTACA.TGA.TC 



30 

P_AAGAACA.TT TTGAGGCATT 

/~» f-' ^ T\ rn rn rjy T\ /~'/^/^/^ Z"* T* T* 

w i V^VJrt- .-1 1 - /-I t^Vjo*— 's— .1111 

c~?'S:,Q:Qr:z^.QZ tggtga.tatg 

ACTGA^J\CGT TTTCATCGCT 
A.TAT.ATTCGC AAGATGTGGC 
ATTGAGAJ^.TA. TGTTTTTCGT 
AJ^.CGTGGCCA ATATGGACAJl 
TACGCAA.GGC GACAJ^.GGTGC 
TGGCTTCCAT GTCGGCAGAA 
CGGGGCGTAJl TTTTTTTAAG 
CTAGCTTGAG GCATCAJVATA 
TCTGTTGTTT GTCGGTGAAC 
TCGCGCGTTT CGGTGATGA.C 
CAGCTTGTCT GTAJIGCGGAT 
TTGGCGGGTG TCGGGGCGCA 
GCTTAACTAT GCGGCATCAG 
ACCGCAXAGA TGCGTAAGGA 
TGACTCGCTG CGCTCGGTCT 
AATACGGTTA TCCACAGAAT 
GCAAAAGGCC AGGTIACCGTA 
CCCTGACGAG CATCACAAAA. 
ATAAAGATAC CAGGCGTTTC 
GCCGCTTACC GGATACCTGT 
CTCACGCTGT AGGTATCTCA 
CGAACCCCCC GTTCAGCCCG 
CCCGGTAJVGA CACGA.CTTAT 
GAGGTATGTA GGCGGTGCTA. 
AA.GGACAGTA TTTGGTATCT 
TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC 
GCAGATTACG CGCAGAAAAA 
TGACGCTCAG TGGA>iCGAAJ^ 
GATCTTCACC TAGATCCTTT 
TGAGTAJiJ^CT TGGTCTGACA 
CTGTCTATTT CGTTCATCCA 
GGAGGGCTTA CCA7CTGGCC 
TCCAGATTTA TCAGCAATAA 
AA.CTTTATCC GCCTCCATCC 
GCCAGTTAJ^.T AGTTTGCGCA 

r-» '~' ri^ »»» '** fT» ^ ^rr* rri /~» ^ 

CCCCATGTTG TGCAAAAJ\AG 
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CACTGGATA-T ACCACCGTTG 
TCAGTCAGTT GCTCAATGTA. 
I^J^JKGI^.CCGTA AAGA-A-AAATA 
CCTGATGAAT GCTCATCCGG 
GGA.TAGTGTT CACCCTTGTT 
CTGGAGTGAJ\ TACCACGACG 
GTGTTACGGT GA>AAACCTGG 
CTCAGCCAJi.T CCCTGGGTGA 
CTTCTTCGCC CCCGTTTTCA 
TGATGCCGCT GGCGATTCAG 
TGCTTAATGA ATTACAACAG 
GCAGTTATTG GTGCCCTTAA 
AJIACGAAAGG CTCAGTCGAA 
GCTCTCCTGA GTAGGACAAA 
GGTGAAAACC TCTGACACAT 
GCCGGGAGCA GACAAGCCCG 
GCCATGACCC AGTCACGTAG 
AGCAGATTGT ACTGAGAGTG 
GAAAATACCG CATCAGGCGC 
GTCGGCTGCG GCGAGCGGTA 
CAGGGGATAA CGCAGGAAAG 
AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG 
A.TCGACGCTC AAGTCAGAGG 
CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG 
CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA 
GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC 
ACCGCTGCGC CTTATCCGGT 
CGCCACTGGC A^GCAGCCACT 
CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG 
GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT 
A-AJi.CCACCGC TGGTAGCGGT 
AJiGGATCTCA. AGAAGATCCT 
A.CTCACGTTA AGGGATTTTG 
TAJ\ATTAAAA ATGAAGTTTT 
GTTACCAATG CTTAJ\TCAGT 
TAGCTGCCTG ACTCCCCGTC 
CCAGTGCTGC AATGATACCG 
ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC 
AGTCTATTAJ^ TTGTTGCCGG 
ACGTTGTTGC CA.TTGCTACA 
TCAGCTCCGG TTCCCAACGA 
CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT 
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CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG 

CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA - 

ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA 

CGGGATAATA GCGCGCCACA TAGCAGAACT TTAAA^.GTGC TCATCATTGG AJ^JVCGTTCT 

TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT 

• CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTT7T ACTTTCACCA. GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA 

ACAGGAAGGC AAAJVTGCCGC AJ^AAAAGGGA ATA-AGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC 

ATACTCTTCC TTTTTCAJi^TA TTA.TTGAJi.GC ATTTATCA.GG GTTATTGTCT CATGAGCGGA 

TACATATTTG AATGTATTTA GAAAJU^TAJLA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA 

AAAGTGCCAC G7GACGTCTA AGAAA.CCA.TT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG 
CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC// 



SEQ ID No, 17: pNCO-BS-Lusy-Lysl 65 



Lumazinsynthase 


aus B. subtilis mit ?e 


iptid (G4S-G3S-G-Lysin) 


am C-Terminus 


SEQUENCE 3912 


BP; 1042 


A; 906 C; 


953 G; 


1011 T; 0 


OTHER; 


CTCGAGAAAT 


CATAAAAAAT 


TTATTTGCTT 


TGTGAGCGGA 


TAACTUVTTAT 


AATAGATTCA 


ATTGTGAGCG 


GATAACAATT 


TCACACAGAA. 


TTCATTAAAG 


AGGAGAAATT 


AACTATGAAT 




GAAATTTAGT 


TGGTACAGGT 


CTTAAAATCG 


GAATCGTAGT 


AGGAAGATTT 


AATGATTTTA 


TTACGAGCAA 


GCTGCTGAGC 


GGAGCAGAAG 


ATGCGCTGCT 


CAGACATGGC 


GTAGACACAA 


ATGACATTGA 


TGTGGCTTGG 


GTTCCAGGCG 


CATTTGAAAT 


ACCGTTTGCT 


GCGAAAAAAA 


TGGCGGAAAC 


AAAAAAATAT 


GATGCTATTA 


TCACATTGGG 


CACTGTCATC 


AGAGGCGCAA 


CGACACATTA 


CGATTATGTC 


TGCAATGAAG 


CTGCAAAAGG 


CATCGCGCAA 


GCAGCAAACA. 


CTACTGGTGT 


ACCTGTCATC 


TTTGGAATTG 


TAACAACTGA 


AAACATCGAA 


CAGGCTATCG 


AGCGTGCCGG 


CACAAAJIGCG 


GG CAACAAAG 


GTGTAGATTG 


TGCTGTTTCT 


GCCATTGAAA 


TGGCAAACTT 


AJ^CCGTTCT 


TTCGAAGGTG 


GCGGTGGTTC 


TGGTGGTGGC 


TCTGGTAAAT 


AJ\GGATCCGT 


CGACCTGCAG 


CCAAGCTTAA 


TTAGCTGAGC 


TTGGACTCCT 


GTTGATAGAT 


CCAGTAATGA 


CCTCAGAACT 


CCATCTGGAT 


TTGTTCAGAA. 


CGCTCGGTTG 


CCGCCGGGCG 


TTTTTTATTG 


GTGAGAATCC 


AJIGCTAGCTT 


GGCGAGATTT 


TCAGGAGCTA 


AGGAAGCTAA. 


A-ATGGAGAAA 


AA-AATCACTG 


GATATACCAC 


CGTTGATATA 


TCCCAATGGC 


ATCGTAAAGA 


ACATTTTGAG 


GCATTTCAGT 


CA.GTTGCTCA 


ATGTACCTAT 


AACCAGACCG 


TTCAGCTGGA 


TATTACGGCC 


TTTTTAAJ^GA 


CCGTAAAGAA 


AAJVTAAGCAC 


AAGTTTTATC 


CGGCCTTTAT 


TCACATTCTT 


GCCCGCCTGA 


TGAATGCTCA 


TCCGGAATTT 


CGTATGGCAA 


TGAAAGACGG 




ATATGGGATA 


GTGTTCACCC 


TTGTTACACC 


GTTTTCCATG 


AGCAAACTGA 


AJi.CGTTTTCA 


TCGCTCTGGA 


GTGPJ^TACCA 


CGACGATTTC 


CGGCAGTTTC 


TACACATATA 


TTCGCAAGAT 


GTGGCGTGTT 


ACGGTGAAAA 


CCTGGCCTAT. 


TTCCCTAAAG 


GGTTTATTGA 


GAATATGTTT 


TTCGTCTCAG 


CCA-ATCCCTG 


GGTGAGTTTC 


ACCAGTTTTG 


ATTTAAACGT 


GGCCAJVTATG 


GACAACTTCT 




TTTCACCATG 


CATGGGCAAA 


TATTATACGC 


A-AGGCGACAA 






TTCAGGTTCA. 


TCATGCCGTC 


TGTGATGGCT 


TCCATGTCGG 


CAGAJVTGCTT 


P-ATGAATTAC 


AACAGTACT3 


CGATGAGTGG 
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CAGGGCoGGG 


■ ' 1 > f T » * » ■ ' ' 1 

X J"^*^ ^ X iX ^ 




m i-p rp ^ 


L. i i /iMKribovw- v- 


TGGGGTAATG 


ACTCTCTAGC 






AAAGGCTCAG 


TCGAAAGACr 


GGGCCTTTCG 


TTTTATCTGT 


ToTTTGTCGG 




v^'w A GAG TAG G 


ACAAATCCGC 


CGCTCTAGAG 


CTGCCTCGCG 






AJIACCTCTGA 


CACATGCP.GC 


TCCCGGAGAC 


GGTCACAGCT 


m rri / — rp -r^ 

o i w A o i ri-r\(j 


/-« /— *~ ^ <~ / — ^ 


G AG C AG AC AA 




GCGCGTCAGC 


GGGTGTTGGC 


•-^ /— /-^ rr> /*" 


T 


GACCCAGTCA 




GCGGAGTGTA 


TACTGGCTTA 


ACTATGCGGC 


r^.\.\^t-J<z ,-*- >w 'w — - 




GAGTGCACCA 


TATGCGGTGT 


GAAATACCGC 


ACAGATGCGT 




TACCGCATCA 


GGCGCTCTTC 


CGCTTCCTCG 


CTCACTGACT 


CGCTGCGCTC 


GGTCTGTCGG 


CTGCGGCGAG 


CGGTATCAGC 


TCACTCAAAG 


GCGGTAATAC 


GGTTATCCAC 


AGAJVTCAGGG 


GATAACGCAG 


GAAJ^GAACAT 


GTGAGCAAAA 


GGCCAGCAAA 


AGGCCAGGAA 


CCGTAAJ^J^^vG 




TGGCGTTTTT 


CCATAGGCTC 


CGCCCCCCTG 


ACGAGCATCA 


CAAAJiATCGA 


CGCTCAAGTC 


AGAGGTGGCG 


AAACCCGACA 


GGACTATAAA 


GATACCAGGC 


GTTTCCCCCT 


GGAAGCTCCC 


TCGTGCGCTC 


TCCTGTTCCG 


ACCCTGCCGC 


TTACCGGATA 




TTTCTCCCTT 


CGGGAAGCGT 


GGCGCTTTCT 


CAATGCTCAC 




TCTCAGTTGG 


G7GTAGGTCG 


TTCGCTCCAJi 


GCTGGGCTGT 


GTGCACGAAC 


CCCCCGTTCA 




TGCGCCTTAT 


CCGGT/iACTA 


TCGTCTTGAG 


TCCAACCCGG 


TAAGACACGA 


CTTATCGCCA 


CTGGCAGCAG 


CCACTGGTAA 


CAGGATTAGC 


AGAGCGAGGT 


ATGTAGGCGG 


TGCTACAGAG 


TTCTTGAAGT 


GGTGGCCTAJi 


CTACGGCTAC 


ACTAGAAGGA 


CAGTATTTGG 






CAGTTACCTT 


CGGAAAAAGA 


GTTGGTAGCT 


CTTGATCCGG 


CAAACAAACC 


ACCGCTGGTA 


GCGGTGGTTT 


TTTTGTTTGC 


AAGCAGCAGA 


TTACGCGCAG 




TCTCAAGAAG 


ATCCTTTGAT 


CTTTTCTACG 


GGGTCTGACG 


CTCAGTGGAA 


CGAAAACTCA 


CGTTAAGGGA 


TTTTGGTCA.T 


GAGATTATCA 


AAAAGGATCT 


TCACCTAGAT 


CCTTTTAAJIT 


TAAAAATGAA 


GTTTTAAATC 


AATCTA7VAGT 


ATATATGAGT 


AAACTTGGTC 


TGACAGTTAC 


CAATGCTTAA 


TCAGTGAGGC 


ACCTATCTCA 


GCGATCTGTC 


TATTTCGTTC 


ATCCATAGCT 


GCCTGACTCC 


CCGTCGTGTA 


GATAACTACG 


ATACGGGAGG 


GCTTACCATC 


TGGCCCCA.GT 


GCTGC/yVTGA 


TACCGCGAGA 


CCCACGCTCA 


CCGGCTCCAG 


P.TTTATCAGC 


AJ^-TAAACCAG 


CCAGCCGGAA 


GGGCCGAGCG 


CAGAAGTGGT 


CCTGCAACTT 


TATCCGCCTC 


CATCCAGTCT 


ATTAATTGTT 


GCCGGGAAGC 


TAGAGTAAGT 


AGTTCGCCAG 


TTAATAGTTT 


GCGCAACGTT 


GTTGCCATTG 


CTACAGGCAT 


CGTGGTGTCA 


CGCTCGTCGT 


TTGGTATGGC 


TTCATTCAGC 


TCCGGTTCCC 


AACGATCAAG 


GCGAGTTACA 


TGATCCCCCA 


TGTTGTGCAJi. 


AAAAGCGGTT 


AGCTCCTTCG 


GTCCTCCGA.T 


CGTTGTCAGA 


AGTAAGTTGG 


CCGCAGTGTT 


ATCACTCATG 


GrTATGGCAG 


CACTGCATAA 


TTCTCTTACT 


GTCATGCCAT 


CCGTAAGATG 


CTTTTCTGTG 


ACTGGTGAGT 


ACTCAACCAA 


GTCATTCTGA 


GAATAGTGTA 


■o\-»j*jCGACC 


GAGTTGCTCT 


TGCCCGGCGT 


CAATACGGGA 


TAATACCGCG 


CCACATAGCA 


GAACTTTAAA 


AGTGCTCATC 


ATTGGAAAAC 


GTTCTTCGGG 


GCGAAAACTC 


TCAAGGATCT 


TACCGCTGTT 


GAGATCCAGT 


rCGATGTAAC 


CCACTCGTGC 


ACCCAACTGA 




0^ ••■•ir^ Ti rrt 
1 i 1 i i 










GCCGCAAAAA 


AGGGAATAAG 




AAATGTTGAA 


TACTCATACT 


CTTCCTTTTT 


CAATATTATT 


GAAGCATTTA 


TCAGGGTTAT 




GCGGATACAT 


ATTTGAATGT 


ATTTAGAAAA 


ATAAACAAAT 


TV ^ • ^— /-» ry^ m ^ 


CGCACATTTC 


CCCGAAAAGT 


GCCACCTGAC 


GTCTAAGAAA 




/^T% "TT^TV^Ti mrx* r. 


-CCTATAAAA 




CACGAGGCCC 


TTTCGTCTTC 


AC / / 
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SEQ ID No. 18: pNCO-BS-Lusy-Cysl 67 

Lumazinsynthase aus B. subtiiis rr.i- Peptic iG^ S-G3S-G3-CYSTEIM ) am C-Terminus 
SEQUENCE 3919 B?; 1039 A; 509 C; 958 G; 



TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT 



W — W W W W Smr L ^ A 



1013 T; Q 


OTHER; 


TAACAATTAT 


AATAGATTCA 


AGGAGA-AATT 


AACTATGAAT 


GAJ^.TCGTA.GT 


P.GGAJ^GATTT 


ATGCGCTGCT 


CAGACATGGC 


CA.TTTGA AAT 


ACCGTTTGCT 




CACTGTCATC 


CTGCAA-AAGG 


CATCGCGCAA 


TAJ^-CAACTGA 


AAJi.CATCGAA 


GTGTAGATTG 


TGCTGTTTCT 


GCGGTGGTTC 


TGGTGGTGGC 


AGCTTA.ATTA 


GCTGAGCTTG 


TCTGGATTTG 


TTCAGAACGC 


CTAGCTTGGC 


GAGATTTTCA 


ATACCACCGT 


TGATATATCC 


TTGCTCAJ\TG 


TACCTATAAC 


TAAAGAJW^A 


TA-AGCACAAG 


ATGCTCATCC 


GGAATTTCGT 


TTCACCCTTG 

• 


TTACACCGTT 


AATACCACGA. 


CGATTTCCGG 


GTGAAAACCT 


GGCCTATTTC 


ATCCCTGGGT 


GAGTTTCACC 


CCCCCGTTTT 


CACCATGCAT 


CTGGCGATTC 


AGGTTCATCA 


GAATTACAJi.C 


AGTACTGCGA 


TGGTGCCCTT 


AJIACGCCTGG 


GGCTCAGTCG 


AAJVGACTGGG 


GAGTAGGACA 


AATCCGCCGC 


CCTCTGACAC 


A.TGCAGCTCC 


CAGACAAGCC 


CGTCAGGGCG 


CCAGTCACGT 


AGCGATAGCG 


GTACTGAGAG 


TGCACCATAT 






CGGCGAGCGG 


TATCAGCTCA 


AJ\CGCAGGAJ^. 


AGAACATGTG 


GCGTTGCTGG 


CGTTTTTCCA 


TCAAGTCAGA 


GGTGGCGAAA 


AGCTCCCTCG 


TGCGCTCTCC 


CTCCCTTCGG 




TAGGTCGTTC 


GCTCCAAGCT 
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GGGCTGTGTG CACGP^.CCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC GCCTTATCCG GTAACTATCG 
TCTTGAGTCC .-_-.CCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG GCAGCAGCCA CTGGTAACAG- 
GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC TTGAAGTGGT GGCCTAACTA 
CGGCTACACT AGAAGGACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG CTGAAGCCAG TTACCTTCGG 
AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAA-ACCACC GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT 
TGTTTGCAAG C.-.GCAGATTA CGCGCAGAP--. AJiA^.GGATCT CAAGAA.GATC CTTTGATCTT 
TTCTACGGGG rCTGACGCTC AGTGGAACGA AJ^JiCTCACGT TAAGGGATTT TGGTCATGAG 
ATTATCAAAJ^ AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAA-ATTAA AAATGAAGTT TTAAATCAJiT 
CTAAAGTATA TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCA-A TGCTTAATCA GTGAGGCACC 
TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CAXAGCTGCC TGACTCCCCG TCGTGTAGAT 
AACTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT GCAATGATAC CGCGAGACCC 
ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG 
AAGTGGTCCT GCA-ACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT AATTGTTGCC GGGAAGCTAG 
AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT GCCATTGCTA CAGGCATCGT 
GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC AT7CAGCTCC GGTTCCCAAC GATCAAGGCG 
AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC TCCTTCGGTC CTCCGATCGT 
TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT ATGGCAGCAC TGCATAATTC 
TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT GGTGAGTACT CAACCAA.GTC 
ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC CCGGCGTCAJ\ TACGGGATAA 
TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAA_AAGT GCTCATCATT GGAAAACGTT CTTCGGGGCG 
AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG ATGTAACCCA CTCGTGCACC 
CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT GGGTGAGCAJi AAACAGGAAG 
GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA TGTTGAATAC TCATACTCTT 
CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT CTCATGAGCG GATACATATT 
TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC ACATTTCCCC GAAAAGTGCC 
ACCTGACGTC TAJVGAAACCA TTATTATCAT GACATTAACC TATAAAAATA GGCGTATCAC 
GAGGCCCTTT CGTCTTCAC// 



SEQ ID No. 19: pFLAG-MAC-BS-Lusy 

Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis ..it Peptid (MDYKDDDDiO/KL) am N-Terminus 
SEQUENCE 5531 5P; 1346 A; 1411 C; 1449 G;. 1325 T; 0 OTHER; 

CATCATAACG GTTCTGGCAJl ATATTCTGAA ATGAGCTGTT GACAATTAAT CATCGGCTCG 
TATAATGTGT GGA-ATTGTGA GCGGATA-ACA ATTTCACACA GGAGATATCT TATGGACTAC 
AAGGACGACG ATGACAAAGT CAAGCTTATG AATATCATAC A-AGGAAATTT AGTTGGTACA 
GGTCTTAAAA TCGGA.-.TCGT AGTAGGAAGA TTTAATGATT TTATTACGAG CAJ^GCTGCTG 
AGCGGAGCAG AA.GATGCGCT GCTCAGACAT GGCGTAGACA CA_AATGACAT TGATGTGGCT 
TGGGTTCCAG GCGCATTTC-A AATACCGTTT GCTGCGAAAA A.AATGGCGGA AACAAAAAJ^-A 
TATGATGCTA TTATCACATT GGGCACTGTC ATCAGAGGCG CAJ^.CGACACA TTACGATTAT 
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GTCTGCAATG A-^.GCTGCAAA AGGCATCGCG CAAGCAGCAA ACACTACTGG TGTACCTGTC 
ATCTTTGGAA 77GTAACAAC TGAAAA.CA.TC GAJiCAGGCTA TCGAGCGTGC CGGCACAAAA 
GCGGGCAACA A-AGGTGTAGA TTGTGCTGTT TCTGCCATTG AAATGGCAAA CTTAAACCGT 
TCTTTCG7\AT A_AGAATTCCC GGGTACCTGC AGATCTAGAT AGATGAGCTC GTCGAGTGAG 
AGAAGATTTT CA.GCCTGATA CA.GATTAAA.T CAGAAGCGGT CTGATAAAAC AGAATTTGCC 
TGGCGGCAGT AGCGCGGTGG TCCCACCTGA CCCCATGCCG AJ^.CTCAGAJVG TGAAJVCGCCG 
TAGCGCCGAT GGTAGTG7GG GGTCTCCCCA TGCGAGAGTA GGGAACTGCC AGGCATCAAA 
TAAAACGAAA GGCTCAGTCG AAJ\GACTGGG CCTTTCGTTT TA.TCTGTTGT TTGTCGGTGA 
ACGCTCTCCT GAGTAGGACA AJITCCGCCGG GAGCGGATTT GAJICGTTGCG AAGCAACGGC 
CCGGAGGGTG GCGGGCAGGA CGCCCGCCAT AJLACTGCCAG GCATCAAATT AAGCAGAAGG 
CCATCCTGAC GGATGGCCTT TTTGCGTTTC TACAAACTCT TTTGTTTATT TTTCTAAATA 
CATTCAAJ^TA TGTATCCGCT CATGAGACAA TAJICCCTGAT AAATGCTTCA ATAATATTGA 
AAAAGGAAGA GTATGAGTAT TCAACATTTC CGTGTCGCCC TTATTCCCTT TTTTGCGGCA 
TTTTGCCTTC CTGTTTTTGC TCACCCAGA-A ACGCTGGTGA AA.GTAJ^AAGA TGCTGAAGAT 
CAGTTGGGTG CACGAGTGGG TTACATCGAJV CTGGATCTCA ACAGCGGTAA GATCCTTGAG 
AGTTTTCGCC CCGAAGAACG TTTTCCAA.TG ATGAGCACTT TTAAAGTTCT GCTATGTGGC 
GCGGTATTAT CCCGTGTTGA CGCCGGGCAA GAGCAACTCG GTCGCCGCAT ACACTATTCT 
CAGAATGACT TGGTTGAGTA CTCACCAGTC ACAGAAAAGC ATCTTACGGA TGGCATGACA 
GTAAGAGAAT TATGCAGTGC TGCCATAACC ATGAGTGATA ACACTGCGGC CAACTTACTT 
CTGACAACGA TCGGAGGACC GAAGGAGCTA ACCGCTTTTT TGCACAACAT GGGGGATCAT 
GTAACTCGCC ATGATCGTTG GGAACCGGAG CTGAATGAAG CCATACCAAJl CGACGAGCGT 
GACACCACGA TGCCTGTAGC AATGGCAACA ACGTTGCGCA AACTATTAAC TGGCGAACTA 
CTTACTCTAG CTTCCCGGCA ACAATTAATA GACTGGATGG AGGCGGATAA AGTTGCAGGA 
CCACTTCTGC GCTCGGCCCT TCCGGCTGGC TGGTTTATTG CTGATAAATC TGGAGCCGGT 
GAGCGTGGGT CTCGCGGTAT CATTGCAGCA CTGGGGCCAG ATGGTAAGCC CTCCCGTATC 
GTAGTTATCT ACACGACGGG GAGTCAGGCA ACTATGGATG AACGAAATAG ACAGATCGCT 
GAGATAGGTG CCTCACTGAT TAAGCATTGG TAJ^CTGTCAG ACCAJIGTTTA CTCATATATA 
CTTTAGATTG ATTTAAAACT TCATTTTTAA TTTAAAAGGA TCTAGGTGAJi GATCCTTTTT 
GATAATCTCA TGACCAAAAT CCCTTAJ^CGT GAGTTTTCGT TCCACTGAGC GTCAGACCCC 
GTAGAAAAGA TCAAAGGATC TTCTTGAGAT CCTTTTTTTC TGCGCGTAJIT CTGCTGCTTG 
CAAACAAAAA AJVCCACCGCT ACCAGCGGTG GTTTGTTTGC CGGATCAAGA GCTACCAACT 
CTTTTTCCGA AGGTAACTGG CTTCAGCAGA GCGCAGATAC CAJ^TACTGT CCTTCTAGTG 
TAGCCGTAGT TAGGCCACCA CTTCAAGAAC TCTGTAGCAC CGCCTACAT.A CCTCGCTCTG 
CTAATCCTGT TACCAGTGGC TGCTGCCAGT GGCGATAAGT CGTGTCTTAC CGGGTTGGAC 
TCAAGACGAT AGTTACCGGA TAAGGCGCAG CGGTCGGGCT GAACGGGGGG TTCGTGCACA 
CAGCCCAGCT TGGAGCGAAC GACCTACACC GAACTGAGAT ACCTACAGCG TGAGCATTGA 
GAAAGCGCCA CGCTTCCCGA AGGGAGAAJIG GCGGACAGGT ATCCGGTA-A.G CGGCAGGGTC 
GGAACAGGAG AGCGCACGAG GGAGCTTCCA GGGGGAAJVCG CCTGGTATCT TTATAGTCCT 
GTCGGGTTTC GCCACCTCTG ACTTGAGCGT CGATTTTTGT GATGCTCGTC AGGGGGGCGG 
AGCCTATGGA AJ\AACGCCAG CAACGCGGCC TTTTTACGGT TCCTGGCC77 TTGCTGGCCT 
TTTGCTCACA TGTTCTTTCC TGCGTTA.TCC CCTGATTCTG TGGATAACCG TATTACCGCC 
TTTGAGTGAG CTGATACCGC TCGCCGCAGC CGAACGACCG AGCGCAGCGA. GTCAGTGAGC 
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GAGGAAGCGG A.-.GAGCGCCT GATGCGGTAT TTTCTCCTTA CGCATCTGTG CGGTATTTCA 
CACCGCAGAT CCTGACGCGC CCTGTAGCGG CGCATTAAGC GCGGCGGGTG TQGTGGTTAC- 
GCGCAGCGTG ACCGCTACAC TTGCCAGCGC CCTAGCGCCC GCTCCTTTCG CTTTCTTCCC 
TTCCTTTCTC GCCACGTTCG CCGGCTTTCC CCGTCA_AGCT CTAAJ^TCGGG GGCTCCCTTT 
AGGGTTCCGA TTTAGTGCTT TACGGC.-.CCT CGACCCCAAA AAACTTGATT AGGGTGATGG 
TTCACGTAGT GGGCCATCGC CCTGATAGAC GGTTTTTCGC CCTTTGACGT TGGAGTCCAC. 
GTTCTTTAAT AGTGGACTCT TGTTCCAAAC TGGAACAACA CTCAACCCTA TCTCGGTCTA 
TTCTTTTGAT TTA.TA-AGGGA TTTTGCCGAT TTCGGCCTAT TGGTTAJVAAA ATGAGCTGAT 
TTAACAAAAA TTTAACGCGA ATTTTA_ACA-A AATATTAACG TTTACAGGAT CTAATGAGGG 
GACGACGACA GTATCGGCCT CAGGAAGATC GCACTCCAC-C CAGCTTTCCG GCACCGCTTC 
TGGTGCCGGA A_ACCAGGCAA AGCGCCATTC GCCATTCAGG CTGCGCAACT GTTGGGAAGG 
GCGATCGGTG CGGGCCTCTT CGCTATTACG CCAGCTGGCG AAAGGGGGAT GTGCTGCAAG 
GCGATTAAGT TGGGTAACGC CAGGG-TTTTC CCAGTCACGA CGTTGTAAAA CGACGGCCAG 
TGAATCCGTA ATCATGGTCA TAGCTGTTTC CTGTGTGAAA TTGTTATCCG CTCACAATTC 
CACACAACAT ACGAGCCGGA AGCATAAAGT GTAAAGCCTG GGGTGCCTAA TGAGTGAGCT 
AACTCACATT AATTGCGTTG CGCTCACTGC CCGCTTTCCA GTCGGGAAAC CTGTCGTGCC 
AGCTGCATTA ATGAATCGGC CAACGCGCGG GGAGAGGCGG TTTGCGTATT GGGCGCCAGG 
GTGGTTTTTC TTTTCACCAG TGAGACGGGC AACAGCTGAT TGCCCTTCAC CGCCTGGCCC 
TGAGAGAGTT GCAGCAAGCG GTCCACGCTG GTTTGCCCCA GCAGGCGAAA ATCCTGTTTG 
ATGGTGGTTG ACGGCGGGAT ATAACATGAG CTGTCTTCGG TATCGTCGTA TCCCACTACC 
GAGATATCCG CACCAACGCG CAGCCCGGAC TCGGTAATGG CGCGCATTGC GCCCAGCGCC 
ATCTGATCGT TGGCAACCAG CATCGCAGTG GGAACGATGC CCTCATTCAG CATTTGCATG 
GTTTGTTGAA AACCGGACAT GGCACTCCAG TCGCCTTCCC GTTCCGCTAT CGGCTGAATT 
TGATTGCGAG TGAGATATTT ATGCCAGCCA GCCAGACGCA GACGCGCCGA GACAGAACTT 
AATGGGCCCG CTAACAGCGC GATTTGCTGG TGACCCAATG CGACCAGATG CTCCACGCCC 
AGTCGCGTAC CGTCTTCATG GGAGAAAATA ATACTGTTGA TGGGTGTCTG GTCAGAGACA 
TCAAGAAATA ACGCCGGAAC ATTAGTGCAG GCAGCTTCCA CAGCAATGGC ATCCTGGTCA 
TCCAGCGGAT AGTTAATGAT CAGCCCACTG ACGCGTTGCG CGAGAAGATT GTGCACCGCC 
GCTTTACAGG CTTCGACGCC GCTTCGTTCT ACCATCGACA CCACCACGCT GGCACCCAGT 
TGATCGGCGC GAGATTTAAT CGCCGCGACA ATTTGCGACG GCGCGTGCAG GGCCAGACTG 
GAGGTGGCAA CGCCAATCAG CAACGACTGT TTGCCCGCCA GTTGTTGTGC CACGCGGTTG 
GGAATGTAAT TCAGCTCCGC CATCGCCGCT TCCACTTTTT CCCGCGTTTT CGCAGAAACG 
TGGCTGGCCT GGTTCACCAC GCGGGAAJVCG GTCTGATAAG AGACACCGGC ATACTCTGCG 
ACATCGTATA ACGTTACTGG TTTCACATTC ACCACCCTGA ATTGACTCTC TTCCGGGCGC 
TATCATGCCA TACCGCGAAA GGTTTTGCAC CATTCCATGG TGTCGAATTG CTGCAGGTCG 
AGGGGGTCAT GGCTGCGCCC CGACACCCGC CPACACCCGC TGACGCGCCC TGACGGGCTT 
GTCTGCTCCC GGCATCCGCT TACAGACAAG CTGTGACCGT CTCCGGGAGC TGCATGTGTC 
AGAGGTTTTC ACCGTCATCA CCGA-AACGCG CGAGGCAGCA AGGAGATGGC GCCCAACAGT 
CCCCCGGCCA CGGGCCTGCC ACCATACCCA CSCCGAAACA AGCGCTCATG AGCCCGAAGT 
GGCGAGCCCG ATCTTCCCCA TCGGTGATGT CGGCGATATA GGCGCCAGCA ACCGCACCTG 
TGGCGCCGGT GATGCCGGCC ACGATGCGTC CGGCGTAGAG GATCCGGAGC TTATCGACTG 
CACGGTGCAC CAATGCTTCT GGCGTCAGGC AGCCATCGGA AGCTGTGGTA TGGCTGTGCA 
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GGTCGTAAAT CACTGCATAP. TTC37GTCGC TCAAGGCGCA CTCCCGTTCT GGATAP.TGTT 
TTTTGCGCCG A// 



SEQ ID No. 20: pNCO-C-His6-BS-Lusy 

Lumazinsynthase aus Bacillus subcilis mit 6x His-Peptid am C-Terminus 
SEQUENCE 3897 BP; 1045 A; 911 C; 937 G; 1004 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTA.T AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA * TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGAAT 
ATCATACAAG GAAATTTAGT TGGTACAGGT CTTAAAATCG GAJITCGTAGT AGGAAGATTT 
AATGATTTTA TTACGAGCAA GCTGCTGAGC GGAGCAGAAG ATGCGCTGCT CAGACATGGC 
GTAGACACAA ATGACATTGA TGTGGCTTGG GTTCCAGGCG CATTTGAAAT ACCGTTTGCT 
GCGAAAAAAA TGGCGGAAAC AJIAAAAATAT GATGCTATTA TCACATTGGG CACTGTCATC 
AGAGGCGCAA CGACACATTA CGATTATGTC TGCAATGAAG CTGCAAAAGG CATCGCGCAA 
GCAGCAAACA CTACTGGTGT ACCTGTCATC TTTGGAATTG TAACAACTGA AAACATCGAA 
CAGGCTATCG AGCGTGCCGG CACAAAAGCG GGCAACAAAG GTGTAGATTG TGCTGTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT AAACCGTTCT TTCGAACATC ACCATCACCA CCATTAAGGA 
TCCGTCGACC TGCAGCCAAG CTTAATTAGC TGAGCTTGGA CTCCTGTTGA TAGATCCAGT 
AATGACCTCA GAACTCCATC' TGGATTTGTT CAGAACGCTC GGTTGCCGCC GGGCGTTTTT 
TATTGGTGAG AATCCAAGCT AGCTTGGCGA GATTTTCAGG AGCTAAGGAA GCTAAAATGG 
AGAAAAAAAT CACTGGATAT ACCACCGTTG ATATATCCCA ATGGCATCGT AAAGAACATT 
TTGAGGCATT TCAGTCAGTT GCTCAATGTA CCTATAACCA GACCGTTCAG CTGGATATTA 
CGGCCTTTTT AAAGACCGTA AAGA-AAAATA AGCACAAGTT TTATCCGGCC TTTATTCACA 
TTCTTGCCCG CCTGATGAAT GCTCATCCGG AATTTCGTAT GGCAATGAAA GACGGTGAGC 
TGGTGATATG GGATAGTGTT CACCCTTGTT ACACCGTTTT CCATGAGCAA ACTGAAACGT 
TTTCATCGCT CTGGAGTGAA TACCACGACG ATTTCCGGCA GTTTCTACAC ATATATTCGC 
AAGATGTGGC GTGTTACGGT GA-AAACCTGG CCTATTTCCC TAAAGGGTTT ATTGAGAATA 
TGTTTTTCGT CTCAGCCAAT CCCTGGGTGA GTTTCACCAG TTTTGATTTA AACGTGGCCA 
ATATGGACAA CTTCTTCGCC CCCGTTTTCA CCATGCATGG GCAAATATTA TACGCAAGGC 
GACAAGGTGC TGATGCCGCT GGCGATTCAG GTTCATCATG CCGTCTGTGA TGGCTTCCAT 
GTCGGCAGAA TGCTTAATGA ATTACAACAG TACTGCGATG AGTGGCAGGG CGGGGCGTAA 
TTTTTTTAAG GCAGTTATTG GTGCCCTTAja ACGCCTGGGG TAATGACTCT CTAGCTTGAG 
GCATCAAATA AAACGAAAGG CTCAGTCGAA AGACTGGGCC TTTCGTTTTA TCTGTTGTTT 
GTCGGTGAJiC GCTCTCCTGA GTAGGACAAA TCCGCCGCTC TAGAGCTGCC TCGCGCGTTT 
CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA CAGCTTGTCT 
GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG TTGGCGGGTG 
TCGGGGCGCA GCCATGACCC AGTCACGTAG CGATAGCGGA GTGTATACTG GCTTAACTAT 
GCGGCATCAG AGCAGATTGT ACTGAGAGTG CACCATATGC GGTGTGAAAT ACCGCACAGA 
TGCGTAAGGA GAAJVATACCG CATCA.GGCGC TCTTCCGC7T CCTCGCTCAC TGACTCGCTG 
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CGCTCGGTCT :;TCGGCTGCG GCGAGCGGTA 
TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGAAAG 
AGGAACCGTA AAAAGGCCGC gttgctggcg 

ca7cp.caaaa atcgacgctc aagtcagagg 
caggcgtttc cccctggaag ctccctcgtg 
ggatacctgt ccgcctttct cccttcggga 
aggtatctca gttcggtgta ggtcgttcgc 
gttcagcccg accgctgcgc cttatccggt 
cacgacttat cgccactggc agcagccact 
ggcggtgcta. cagagttctt gaagtggtgg 
tttggtatct gcgctctgct gaagccagtt 
tccggcajvac a-aaccaccgc tggtagcggt 
cgcagaaaaa aaggatctca agaagatcct 
tggaacgaaa actcacgtta agggatt7tg 
tagatccttt taj^tta-aaa atgaagtttt 
tggtctgaca gttaccajitg cttaatcagt 
cgttcatcca tagctgcctg actccccgtc 
ccatctggcc ccagtgctgc aj^tgataccg 
tcagcaataa accagcca.gc cggaagggcc 
gcctccatcc agtctattaa ttgttgccgg 
agtttgcgca acgttgttgc cattgctaca 
atggcttcat tcagctccgg ttcccaacga 
tgcaaaaaag cggttagctc cttcggtcct 
gtgttatcac tcatggttat ggcagcactg 
agatgctttt ctgtgactgg tgagtactca 
cgaccgagtt gctcttgccc ggcgtcaata 
ttaaaagtgc tcatcattgg aaaacgttct 
ctgttgaga.t ccagttcgat gtaacccact 
actttcacca gcgtttctgg gtgagcajvaa 
ataagggcga cacggaaatg ttgaatactc 
atttatcagg gttattgtct catgagcgga 
caaatagggg ttccgcgcac atttccccga 
attatcatga cattaaccta taajvaatagg 



TCAGCTCACT CAJ^AGGCGGT AATACGGTTA 
AACATGTGAG CAA-AAGGCCA GCAJWVGGCG 
TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG 
TGGCGAJixACC CGACAGGACT ATAAAGATAC 
CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC 
AGCGTGGCGC TTTCTCAJVTG CTCACGCTGT 
TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC 
AACTA.TCGTC TTGAGTCCAA. CCCGGTAA^GA. 
GGTAACAGGA TTA.GCAGAGG GA.GGTATGTA 
CCTA-ACTACG GCTACACTAG AJVGGACAGTA 
ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA 
GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 
TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGA.CGCTCAG 
GTCATGAGAT TA.TCAAAAAG GATCTTCACC 
A-AATCAA.TCT AAAGTATATA. TGAGTAAACT 
GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT 
GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA. 
CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA. 
GA.GCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC 
GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT 
GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT 
TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG 
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA 
CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA. 
ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG 
CGGGATAATA CCGCGCCA.CA TAGCAGAACT 
TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT 
ACAGGAJ^GGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA 
ATACTCTTCC TTTTTCAATA. TTATTGAAGC 
TACATATTTG AJ\TGTATTTA. GAAAAATAAJ^. 
AAAGTGCCAC CTGACGTCTA. AGAAACCATT 
CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC// 



SEQ ID No. 21: pNCO-AA-Lusy 
Lumazinsvnthase aus Aquifex aeciicus 

SQ SEQUENCE 237S 3P; 1005 A; 525 C; 940 G; 1C09 T; 0 OTHER; 
CTCGAGAP AT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 00/53229 PCT/EP00/0I899 
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ATTGTGAGCG 


GATAACAJ\TT 


TCACACAGAA 


TT C A.T.T A-AAG 


AGGAGAAATT 


AACTATGCAA 


ATCTACGAAG 


GTAAACTAAC 


TGCTGAAGGC 




GTATCGTAGC 


ATCACGXTTT 


AATCATGCTC 


TTGTCGACCG 




\jo i o<^»-iATTG 


ATTGCATAGT 


CCGTCATGGC 


GGCCGTGA-AG 


A-AGACATTAC 


TCTGGTTCGT 


GTTCCAGGCT 


CATGGGAAJVT 


ACCGGTTGCT 






AGAGGACATT 


GATGCTGTTA 


TCGCAATTGG 


CGTTCTCATC 


AGAGGCGCAA 


CGCCACATTT 


L. i 1. w 


GCCTCTGAAG 


TTTCAJ\AAGG 


CCTCGCGAAC 


CTTTCATTAG 


AACTACGTAA 


ACCTATCACC 


TTCGGTGTTA 


TTACAGCTGA 


CACCTTGGAA 


CAGGCTATCG 


AGCGCGCCGG 


CACPJKP-J^.CAC 


GGCAACAJy^G 


GTTGGGAAGC 


AGCGCTTTCT 


GCCATTGAJiJiL 


TGGCAAACTT 


ATTCA^.GTCT 


CTCCGATAAG 


GATCCGTCGA 


CCTGCAGCCA 


AGCTTAATTA 


GCTGAGCTTG 


GACTCCTGTT 


GATAGATCCA 


GTAJVTGACCT 


CAGAACTCCA 


TCTGGATTTG 


TTCAGAACGC 


TCGGTTGCCG 


CCGGGCGTTT 


TTTATTGGTG 


AGAATCCAAG 


CTAGCTTGGC 


GAGATTTTCA 


GGAGCTAJIGG 


AAGCTAAAAT 


GGAGAAAAAA 


ATCACTGGAT 


ATACCACCGT 


TGATATATCC 


CAJ\TGGCATC 


GTAJU\GAACA 


TTTTGAGGCA 


TTTCAGTCAG 


TTGCTCAATG 


TACCTATAAC 


CAGACCGTTC 


AGCTGGATAT 


TACGGCCTTT 


TTAAAGACCG 


TAAAGAAAAA 


TAAGCACAAG 


TTTTA.TCCGG 


CCTTTATTCA 


CATTCTTGCC 


CGCCTGATGA 


ATGCTCATCC 


GGAATTTCGT 


ATGGCAATGA 


AAGACGGTGA 


GCTGGTGATA 


TGGGATAGTG 


TTCACCCTTG 


TTACACCGTT 


TTCCATGAGC 


AJ^CTGAAAC 


GTTTTCATCG 


CTCTGGAGTG 


AATACCACGA 


CGATTTCCGG 


CAGTTTCTAC 


ACATATATTC 


GCAAGATGTG 


GCGTGTTACG 


GTGAAAACCT 


GGCCTATTTC 


CCTAAJIGGGT 


TTATTGAGAA 


TATGTTTTTC 


GTCTCAGCCA 


ATCCCTGGGT 


GAGTTTCACC 


AGTTTTGATT 


TAAACGTGGC 


CAATATGGAC 


AACTTCTTCG 


CCCCCGTTTT 


CACCATGCAT 


GGGCAAATAT 


TATACGCAAG 


GCGACAAGGT 


GCTGATGCCG 


CTGGCGATTC 


AGGTTCATCA 


TGCCGTCTGT 


GATGGCTTCC 


ATGTCGGCAG 


AATGCTTAAT 


GAATTACAAC 


AGTACTGCGA 


TGAGTGGCAG 


GGCGGGGCGT 


AATTTTTTTA 


AGGCAGTTAT 


TGGTGCCCTT 


AJ\ACGCCTGG 


GGTAATGACT 


CTCTAGCTTG 


AGGCATCAAA 


TAAAACGAAA 


GGCTCAGTCG 


AAAGACTGGG 


CCTTTCGTTT 


TATCTGTTGT 


TTGTCGGTGA 


ACGCTCTCCT 


GAGTAGGACA 


AATCCGCCGC 


TCTAGA.GCTG 


CCTCGCGCGT 


TTCGGTGATG 


ACGGTGAAAA 


CCTCTGACA.C 


ATGCAGCTCC 


CGGAGACGGT 


CACAGCTTGT 


CTGTAAGCGG 


ATGCCGGGAG 


CAGACAAGCC 


CGTCAGGGCG 


CGTCAGCGGG 


TGTTGGCGGG 


TGTCGGGGCG 


CAGCCATGAC 


CCAGTCACGT 


AGCGATAGCG 


GAGTGTATAC 


TGGCTTAACT 


ATGCGGCATC 


AGAGCAGATT 


GTACTGAGAG 


TGCACCATAT 


GCGGTGTGAA 


ATACCGCACA 


GATGCGTAAG 


GAGAAAATAC 


CGCATCAGGC 


GCTCTTCCGC 


TTCCTCGCTC 


ACTGACTCGC 


TGCGCTCGGT 


CTGTCGGCTG 


CGGCGAGCGG 


TATCAGCTCA 


CTCAAAGGCG 


GTAATACGGT 


TATCCACAGA 


ATCAGGGGAT 


AACGCAGGAA 


AGAACATGTG 


AGCAAAJ^.GGC 


CAGCAJWVGG 


CCAGGAACCG 


TAAAAAGGCC 


GCGTTGCTGG 


CGTTTTTCCA 


TAGGCTCCGC 


CCCCCTGACG 


AGCATCACAJ\ 


AAATCGACGC 


TCAAGTCAGA 


GGTGGCGAAA 


CCCGACAGGA 


CTATAJ^GAT 


ACCAGGCGTT 


TCCCCCTGGA 


AGCTCCCTCG 




TGTTCCGACC 


CTGCCGCTTA 


CCGGATACCT 


GTCCGCCTTT 


CTCCCTTCGG 




GCTTTCTCAA 


TGCTCACGCT 


GTAGGTATCT 


CAGTTCGGTG 


TAGGTCGTTC 


GCTCCAAGCT 


GGGCTGTGTG 


CACGAACCCC 


CCGTTCAGCC 


CGACCGCTGC 


GCCTTATCCG 


GTAACTATCG 


TCTTGA.GTCC 


AACCCGGTAA 


GACACGACTT 


ATCGCCACTG 


GCAGCAGCCA 


CTGGTAACAG 


GATTAGCAGA 


GCGAGGTATG 


TAGGCGGTGC 


TACAGAGTTC 


TTGAAGTGGT 


GGCCTA-ACTA 


CGGCTACACT 


AGAAGGACAG 




CTGCGCTCTG 


CTGAAGCCAG 


TTA.CCTTCGG 


AAAAAGAGTT 


GGTAGCTCTT 


GATCCGGCAA. 


ACAAACCACC 



ERSATZBLATT (REG EL 26) 



wo 00/53229 

GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT 
CAAGAAGATC CTTTGATCTT 
TAAGGGATTT TGGTCATGAG 
AAATGAAGTT TTAAATCA-AT 
TGCTTAATCA GTGAGGCACC 
TGACTCCCCG TCGTGTAGAT 
GCAATGATAC CGCGAGACCC 
GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG 
AATTGTTGCC GGGAAGCTAG 
GCCATTGCTA CAGGCATCGT 
GGTTCCCAAC GATCAJ^GGCG 
TCCTTCGGTC CTCCGATCGT 
ATGGCAGCAC TGCATAATTC 
GGTGAGTACT CAACCAAGTC 
CCGGCGTCAA TACGGGATAA 
GGAAAACGTT CTTCGGGGCG 
ATGTAACCCA CTCGTGCACC 
GGGTGAGCAA AAACAGGAAG 
TGTTGAATAC TCATACTCTT 
CTCATGAGCG GATACATATT 
ACATTTCCCC GAAAAGTGCC 
TAT7\AAAATA GGCGTATCAC 



40 

TTCT.hCGGGG tctgacgctc 

ATTATCAAAA AGGATCTTCA 
CTAAAGTATA TATGAGTAAJi 

AACTACGA7A CGGGAGGGCT 
ACGCTCACCG GCTCCAGATT 
AAGTGGTCCT GCAACTTTAT 
AGTAA.GTAGT TCGCCAGTTA 

^ rri ^ rr* n;y /"^ /"^ rrt rn rn rrt 

Kjij i O J. «w.i-.V^OW i 0'«-3 1 V^O 1 i 1 Ljl 

AGTTACATGA TCCCCCATGT 
TGTCAGAAGT AJ^GTTGGCCG 
TCTTACTGTC ATGCCATCCG 
ATTCTGAGAJV TAGTGTATGC 
TACCGCGCCA CATAGCAGAJ^^ 
AAAJ^.CTCTCA AGGATCTTAC 
CAACTGATCT TCAGCATCTT 
GCAJiJLATGCC GCAAPlAAAGG 
CCTTTTTCA-A TATTA.TTGAA 
TGAATGTATT TA.GAAAAATA 
ACCTGACGTC TA-AGA/U^CCA 
GAGGCCCTTT CGTCTTCAC/. 



PCT/EPOO/01899 

CGCGCAGAA-A AJs^AAGGATCT 
AGTGGAACGA. AAJ^CTCACGT 
CCTAGATCCT TTTAJ\ATTAA 
CTTGG7CTGA CAGTTACCAA 
TTCGTTCATC CATAGCTGCC 
TACCA7CTGG CCCCAGTGCT 
TATCAGCAJ^T A-AACCAGCCA 
CCGCCTCCAT CCAGTCTATT 
ATAGTTTGCG CAACGTTGTT 
GTATGGCTTC A.TTCAGCTCC 
TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC 
CAGTGTTATC ACTCATGGTT 
TAJ^GATGCTT TTCTGTGACT 
GGCGACCGAG TTGCTCTTGC 
CTTTA-AAAGT GCTCATCATT 
CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG 
TTACTTTCAC CAGCGTTTCT 
GAJ^TAAGGGC GACACGGAAA 
GCATTTATCA GGGTTATTGT 
AACAAATAGG GGTTCCGCGC 
TTATTATCAT GACATTAACC 



SEQ ID No. 22: pNCO~C-Biotag-AA-Lusy 

Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus mit biotinylierf ahigem Peptid am C-Terminus 
SQ SEQUENCE 3927 BP; 1014 A; 938 C; 958 G; 1017 T; 0 OTHER; 
CTCGAGAAAT CA.TAAAAAAT TTA.TTTGCTT TGTGA.GCGGA TAACAATTAT A-ATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AJICTATGCAA 
ATCTACGAAG GTAAACTAAC TGCTGAJ\GGC CTTCGTTTCG GTATCGTAGC ATCACGTTTT 
AATCATGCTC TTGTCGACCG TCTGGTGGA.G GGTGCAATTG ATTGCATAGT CCGTCATGGC 
GGCCGTGAAG AAGACATTAC TCTGGT7CGT G7TCCAGGCT CATGGGAAA7 A.CCGGTTGCT 
GCGGGTGAAC 7GGCGCGTA-A AGA.GGACA77 GATGC7G7TA 7CGCAATTGG CGT7CTCATC 
AGAGGCGCAA CGCCACA7TT CGA.77A.TATC GCC7CTGAAG T7TCAAAAGG CCTCGCGAAC 
CTTTCATTAG AACTACGTAA ACCTA7CA.CC 77CGGTGTTA TTACAGCTGA CACCTTGGAA 
CAGGCTATCG AGCGCGCCGG CACAJ^-AACAC GGCA-ACAA-AG G77GGGAjaGC AGCGCTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT ATTCAJ\GTC7 C7CCGAGCGG CCGCACTCGG CGGCATCTTC 
GAAGCTATGA AGATGGAG7G GCGCTP-AGGA 7CCGTCGACC 7GCAGCCAAG CTTAATTAGC 
TGAGCTTGGA CTCCTGTTGA TAGA.7CCA.GT AJ\TGACCTCA GAACTCCA7C TGGATTTGTT 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 00/53229 

CAGAACGCTC GGTTGCCGCC 

GATTTTCAGG P.GCTAAGGAA 

ATATATCCCA ATGGCATCGT 

CCTATAACCA GACCGTTCAG 

AGCACAAGTT TTATCCGGCC 

AATTTCGTAT GGCAATGAAA 

ACACCGTTTT CCATGAGCAA 

ATTTCCGGCA GTTTCTACAC 

CCTATTTCCC TAAAGGGTTT 

GTTTCACCAG TTTTGATTTA 

CCATGCATGG GCAAATATTA 

GTTCATCATG CCGTCTGTGA 

TACTGCGATG AGTGGCAGGG 

ACGCCTGGGG TAATGACTCT 

AGACTGGGCC TTTCGTTTTA 

TCCGCCGCTC TAGAGCTGCC 

GCAGCTCCCG GAGACGGTCA 

TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG 

CGATAGCGGA GTGTATACTG 

CACCATATGC GGTGTGAAAT 

TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC 

TCAGCTCACT CAJ^GGCGGT 

AACATGTGAG CAJVAAGGCCA 

TTTTTCCATA GGCTCCGCCC 

TGGCGAAACC CGACAGGACT 

CGCTCTCCTG TTCCGACCCT 

AGCGTGGCGC TTTCTCAATG 

TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA 

AACTATCGTC TTGAGTCCAA 
GGTAACAGGA TTAGCAGAGC 

CCTAACTACG GCTACACTAG 

ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG 

GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA 

TTGATCTTTT CTACGGGGTC 

GTCATGAGAT TATCAAAAAG 

AAATCAATCT AAAGTATATA 
GAGGCACCTA TCTCAGCGAT 
GTGTAGATAA CTACGATACG 

CGAGACCCAC GCTCACCGGC 
GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC 

GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC 

GGCATCGTGG TGTCACGCTC 



41 

GGGCGTTTTT TATTGGTGAG 

GCTAAAP.TGG AGAJVAAAAAT 

AJJJ\GAACATT TTGAGGCATT 

CTGGA.TATTA CGGCCTTTTT 

TTTATTCACA TTCTTGCCCG 

GACGGTGAGC TGGTGATATG 

ACTGA-AACGT TTTCATCGCT 

ATATATTCGC AAGATGTGGC 

ATTGAGAATA TGTTTTTCGT 

AACGTGGCCA ATATGGACAA 

TACGCAAGGC GACAAGGTGC 

TGGCTTCCAT GTCGGCAGAA 

CGGGGCGTA-A TTTTTTTAAG 

CTAGCTTGAG GCATCAJ\ATA 

TCTGTTGTTT GTCGGTGAAC 

TCGCGCGTTT CGGTGATGAC 

CAGCTTGTCT GT7\AGCGGA*T 

TTGGCGGGTG TCGGGGCGCA 

GCTTAACTAT GCGGCATCAG 

ACCGCACAGA TGCGTAAGGA 

TGACTCGCTG CGCTCGGTCT 

AATACGGTTA TCCACAGAAT 

GCAAJiAGGCC AGGAACCGTA 

CCCTGACGAG CATCACAAAA 

ATAAAGATAC CAGGCGTTTC 

GCCGCTTACC GGATACCTGT 

CTCACGCTGT AGGTATCTCA. 

CGAA.CCCCCC GTTCAGCCCG 

CCCGGTAAGA. CACGACTTAT 

GAGGTATGTA GGCGGTGCTA 

AAGGACAGTA TTTGGTATCT 

TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC 

GCAGA-TTACG CGCAGAAAAA 

TGACGCTCAG TGGAJ^.CGAAA 

GA7CTTCACC TAGATCCTTT 

TGAGTAAACT TGGTCTGACA 

CTGTCTATTT CGTTCATCCA 

GGAGGGCTTA CCATCTGGCC 

TCCAGATTTA. TCAGCAATAA 

AACTTTATCC GCCTCCATCC 

GCCA.GTTAJ^T AGTTTGCGCA 

GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT 



PCT/EPOO/01899 



AATCCAA.GCT 


AGCTTGGCGA 


CACTGGATAT 


ACCACCGTTG- 


TCAGTCAGTT 


GCTCAATGTA 


AAJ^GACCGTA 


AAGAAAAATA 


CCTGA.TGA.AT 


GCTCATCCGG 




CACCCTTGTT 


CTGGAGTGAA 


TACCACGACG 


GTGTTACGGT 


GA-AAACCTGG 


CTCAGCCA_AT 


CCCTGGGTGA 


CTTCTTCGCC 


CCCGTTTTCA 


TGATGCCGCT 


GGCGATTCAG 


TGCTTAATGA 


ATTACAACAG 


GCAGTTATTG 


GTGCCCTTAA 


AJIACGAAAGG 


CTCAGTCGAA 


GCTCTCCTGA 


GTAGGACAAA 


GGTGAA-AACC 


TCTGACACAT 


GCCGGGAGCA 


GACAAGCCCG 


GCCATGACCC 


AGTCACGTAG 


AGCAGATTGT 


ACTGAGAGTG 


GAAJVATACCG 


CATCAGGCGC 


GTCGGCTGCG 


GCGAGCGGTA 


CAGGGGATAA 


CGCAGGAAAG 


AAAAGGCCGC 


GTTGCTGGCG 


ATCGACGCTC 


AJ^GTCAGAGG 


CCCCTGGAAG 


CTCCCTCGTG 


CCGCCTTTCT 


CCCTTCGGGA 


GTTCGGTGTA 


GGTCGTTCGC 


ACCGCTGCGC 


CTTATCCGGT 


CGCCACTGGC 


AGCAGCCACT 


CAGAGTTCTT 


GAAGTGGTGG 


GCGCTCTGCT 


GAAGCCAGTT 


AAACCACCGC 


TGGTAGCGGT 


AAGGATCTCA 


AGAJVGATCCT 


ACTCACGTTA 


AGGGATTTTG 


TAAATTAAA-A 


ATGAAGTTTT 


GTTACCAATG 


CTTAATCAGT 


TAGCTGCCTG 


ACTCCCCGTC 


CCAGTGCTGC 


AATGATACCG 


ACCAGCCAGC 


CGGAAGGGCC 


AGTCTATTAA 


TTGTTGCCGG 


ACGTTGTTGC 


CATTGCTACA 


TCAGCTCCGG 


TTCCCAACGA 



ERSATZBLATT (REG EL 26) 



wo 00/53229 

TCAAGGCGAG TTACATGATC 
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA 
CATAATTCTC TTACTGTCAT 
ACCAAGTCAT TCTGAGAATA 
CGGGATAATA CCGCGCCACA 
TCGGGGCGAA AACTCTCAAG 
CGTGCACCCA AC7GATCTTC 
ACAGGAAGGC AAAATGCCGC 
ATACTCTTCC TTTTTCTUITA 
TACATATTTG AJ^.TGTATTTA 
AAAGTGCCAC CTGACGTCTA 
CGTATCACGA GGCCCTTTCG 



42 

CCCCATGTTG TGCAAAAAAG 
GTTGGCCGCA GTGTTATCAC 
GCCATCCGTA AGATGCTTTT 
GTGTATGCGG CGACCGAGTT 
TAGCAGAACT TTAA-AAGTGC 
GATCTTACCG CTGTTGAGAT 
AGCATCTTTT ACTTTCACCA 
AAAAAP.GGGP. ATAAGGGCGA 
TTATTGAAGC ATTTATCAGG 
GAAAAATAJiA. CAAATAGGGG 
AGAAACCATT ATTATCATGA 
TCTTCAC// 



PCT/EPOO/01899 

CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT 
TCATGGTTAT GGCAGCACTG 
CTGTGACTGG TGAGTACTCA 
GCTCTTGCCC GGCGTCAATA 
TCATCATTGG AAAACGTTCT 
CCAGTTCGAT GTAACCCACT 
GCGTTTCTGG GTGAGCAJ^AA 
CACGGAJIA.TG TTGAATACTC 
GTTATTGTCT CATGAGCGGA 
TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA 
CATTAACCTA TAAAAATAGG 



SEQ ID No. 23: pNCO-His6-C-Biotag-AA-Lusy 

Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus mit C-terminal, uber einen Linker aus 
Histidin- und 3 Alaninresten gekoppeitem, in vivo biot inylierf ahigem Peptid 
vorliegt 

SQ SEQUENCE 3945 BP; 1020 A; 947 C; 958 G; 1020 T; 0 OTHER; 
CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGCAA 
ATCTACGAAG GTAAACTAAC TGCTGAAGGC CTTCGTTTCG GTATCGTAGC ATCACGTTTT 
AATCATGCTC TTGTCGACCG TCTGGTGGAG GGTGCAATTG ATTGCATAGT CCGTCATGGC 
GGCCGTGAAG AJ\GACATTAC TCTGGTTCGT GTTCCAGGCT CATGGGAAAT ACCGGTTGCT 
GCGGGTGAAC TGGCGCGTAA AGAGGACATT GATGCTGTTA TCGCAATTGG CGTTCTCATC 
AGAGGCGCAA CGCCACATTT CGATTATATC GCCTCTGAAG TTTCAAAAGG CCTCGCGAAC 
CTTTCATTAG AACTACGTAA ACCTATCACC TTCGGTGTTA TTACAGCTGA CACCTTGGAA 
CAGGCTATCG AGCGCGCCGG CACAAAACAC GGCAACAAAG GTTGGGAAGC AGCGCTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT ATTCAAGTCT CTCCGACATC ACCATCACCA CCATGCGGCC 
GCACTCGGCG GCATCTTCGA AGCTATGAAG ATGGAGTGGC GCTAAGGATC CGTCGACCTG 
CAGCCAAGCT TAJVTTAGCTG AGCTTGGACT CCTGTTGATA GATCCAGTAA TGACCTCAGA 
ACTCCATCTG GATTTGTTCA GAACGCTCGG TTGCCGCCGG GCGTTTTTTA TTGGTGAGAA 
TCCAAGCTAG CTTGGCGAGA TTTTCAGGAG CTAAGGAAGC TAAJU^TGGAG AAAAAAATCA 
CTGGATATAC CACCGTTGAT ATATCCCAAT GGCATCGTAJl AGAACATTTT GAGGCATTTC 
AGTCAGTTGC TCAATGTACC TATAACCAGA CCGTTCAGCT GGATATTACG GCCTTTTTAA 
AGACCGTAAJi. GAAAAATAAG CACAAGTTTT ATCCGGCCTT TATTCACATT CTTGCCCGCC 
TGATGAATGC TCATCCGGAA TTTCGTATGG CAJ^.TGAJUVGA CGGTGAGCTG GTGATATGGG 
ATAGTGTTCA CCCTTGTTAC ACCGTTTTCC ATGAGCAAAC TGA-AACGTTT TCATCGCTCT 
GGAGTGAJVTA CCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACAT ATATTCGCAJV GATGTGGCGT 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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PCT/EPOO/01899 



GTTACGGTGA 


AAACCTGGCC 


•J* fj* IJ* *^ ^ 




TGAGAJ^TATG 


TTTTTCGTCT 


CAGCCAATCC 


^ i 00L3 1 ortvj A 


TTCACCAGTT 


TTGATTTAAA 


CGTGGCCAAT 


ATGGACAACT- 


TCTTCGCCCC 


CGTTTTCACC 


ATGCATGGGC 


AJ^ATATTATA 


CGCAAGGCGA. 


CAAGGTGCTG 


ATGCCGCTGG 


CGATTCAGGT 


TCATCATGCC 


GTCTGTGATG 


GCTTCCATGT 


CGGCAGAATG 


CTTAATGAAT 


TACAACAGTA 






GGGCGTAATT 


TTTTTAA.GGC 


AGTTATTGGT 


GCCCTTAAAC 




ATGACTCTCT 


AGCTTGAGGC 


ATCAAATAAA 


ACGAAAGGCT 


CAGTCGAAAG 


ACTGGGC CTT 


TCGTTTTATC 


TGTTGTTTGT 


CGGTGAACGC 


TCTCCTGAGT 


AGGACAAATC 


CGCCGCTCTA 


GAGCTGCCTC 


GCGCGTTTCG 


GTGATGACGG 


TGAAAACCTC 


TGACACATGC 


AGCTCCCGGA 


GACGGTCACA 


GCTTGTCTGT 


AAGCGGATGC 


CGGGAGCAGA 


CAAGCCCGTC 




AGCGGGTGTT 


GGCGGGTGTC 


GGGGCGCAGC 


CATGACCCAG 


TCACGTAGCG 


ATAGCGGAGT 


GTATACTGGC 


TTAACTATGC 


GGCATCAGAG 


CAGATTGTAC 


TGAGAGTGCA 


CCATATGCGG 


TGTGAAATAC 


CGCACAGATG 


CGTAAGGAGA 


AAATACCGCA 


TCAGGCGCTC 


TTCCGCTTCC 


TCGCTCACTG 


ACTCGCTGCG 


CTCGGTCTGT 


CGGCTGCGGC 


GAGCGGTATC 


AGCTCACTCA 


AAGGCGGTAA 


TACGGTTATC 


CACAGAATCA 


GGGGATAACG 


CAGGAAAGA-A 


CATGTGAGCA 


AAAGGCCAGC 


AAAAGGCCAG 


GAACCGTAAA 


AAGGCCGCGT 


TGCTGGCGTT 


TTTCCA.TAGG 


CTCCGCCCCC 


CTGACGAGCA 


TCACAAAAAT 


CGACGCTCAA 


GTCAGAGGTG 


GCGAAACCCG 


ACAGGACTAT 


AAAGATACCA 


GGCGTTTCCC 


CCTGGAAGCT 


CCCTCGTGCG 


CTCTCCTGT7 


CCGACCCTGC 


CGCTTACCGG 


ATACCTGTCC 


GCCTTTCTCC 


CTTCGGGAAG 


CGTGGCGCTT 


TCTCAATGCT 


CACGCTGTAG 


GTATCTCAGT 


TCGGTGTAGG 


TCGTTCGCTC 


CAAGCTGGGC 


TGTGTGCACG 


AACCCCCCGT 


TCAGCCCGAC 


CGCTGCGCCT 


TATCCGGTAA 


CTATCGTCTT 


GAGTCCAACC 


CGGTAAGACA 


CGACTTATCG 


CCACTGGCAG 


CAGCCACTGG 


TAACAGGATT 


AGCAGAGCGA 


GGTATGTAGG 


CGGTGCTACA 


GAGTTCTTGA 


AGTGGTGGCC 


TAACTACGGC 


TACACTAGAA 


GGACAGTATT 


TGGTATCTGC 


GCTCTGCTGA 


AGCCAGTTAC 


CTTCGGAAAA 


AGAGTTGGTA 


GCTCTTGATC 


CGGCAAACAA 


ACCACCGCTG 


GTAGCGGTGG 


T T T T ^* 'j*^^ ^^'^T 


TGCAAGCAGC 


AGATTACGCG 


CAGAAAAAAA 


GGATCTCAAG 


AAGATCCTTT 


GATCTTTTCT 


ACGGGGTCTG 


ACGCTCAGTG 


GAACGAAAAC 


TCACGTTAAG 


GGATTTTGGT 


CATGAGATTA 


TCAJW^GGA 


TCTTCACCTA 


GA.TCCTTTTA 


AATTAAAAAT 


GAAGTTTTAA 


ATCAATCTAA 


AGTATATATG 


AGTAAACTTG 


GTCTGACAGT 


TACCAATGCT 


TAATCAGTGA 


GGCACCTATC 


TCAGCGATCT 


GTCTATTTCG 


TTCATCCATA 


GCTGCCTGAC 


TCCCCGTCGT 


GTAGATAJICT 


ACGATACGGG 


AGGGCTTACC 


ATCTGGCCCC 


AGTGCTGCAA 


TGATACCGCG 


AGACCCACGC 


TCACCGGCTC 


CAGATTTATC 


AGCAATAAAC 


CAGCCAGCCG 


GAAGGGCCGA 


GCGCAGAAGT 


GGTCCTGCAA 


CTTTATCCGC 


CTCCATCCAG 


TCTATTAATT 


GTTGCCGGGA 


AGCTAGAGTA 


AGTAGTTCGC 


CAGTTAATAG 


TTTGCGCAAC 


GTTGTTGCCA 


TTGCTACAGG 


CATCGTGGTG 


TCACGCTCGT 


CGTTTGGTA.T 


GGCTTCATTC 


AGCTCCGGTT 


CCCAACGATC 


AAGGCGAGTT 


ACATGATCCC 


CCATGTTGTG 


CAJ^AAAAGCG 


GTTAGCTCCT 


TCGGTCCTCC 


GATCGTTGTC 


AGAAGTAAGT 


TGGCCGCAGT 


GTTATCACTC 


ATGGTTATGG 


CAGCACTGCA 




ACTGTCATGC 


CATCCGTAAG 


ATGCTTTTCT 


GTGACTGGTG 


AGTACTCAAC 


CAAGTCA.TTC 


TGAGAATAGT 


GTATGCGGCG 


ACCGAGTTGC 


TCTTGCCCGG 


CGTCAATACG 


GGATAA.TACC 


GCGCCACATA 


GCAGAJVCTTT 


AAAAGTGCTC 


ATCATTGGAA 


AACGTTCTTC 


GGGGCGAAAA 


CTCTCAAGGA 


TCTTACCGCT 


GTTGAGATCC 


AGTTCGATGT 


AACCCACTCG 




TGATCTTCP.G 


CATCTTTTA.C 


TTTCACCAGC 


GTTTCTGGGT 


GAGCAAAAAC 


AGGAAGGCAA 


AJITGCCGCAA 


AAAAGGGAAT 


AJVGGGCGACA 
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CGGAAATGTT GAATACTCAT ACTCTTCCTT TTTCAATATT ATTGAAGCAT TTATCAGGGT 
TATTGTCTCA TGAGCGGATA CATATTTGAA TGTATTTAGA AAAATAJ^CA AATAGGGGTT 
CCGCGCACAT TTCCCCGAJ\A AGTGCCACCT GACGTCTAAG AAJVCCATTAT TATCATGACA 
TTAACCTATA AAJVATAGGCG TATCACGAGG CCCTTTCGTC TTCAX// 



SEQ ID No. 24: pNCO-His6-GIiY2-SER~GLY-C-Biotag-AA-IiUSy 

Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus mit C-terminai, uber einen Linker bestehend 
aus der Aminosaurenf olge HHHHHHGGSGAAA gekoppelteiti, in vivo biotinylierf ahigem 
Peptid vorliegt 



SEQUENCE 


3957 BP; 


1020 A; 


950 C;- 964 G; 1023 


T ; 0 OTHER 


CTCGAGAJiJ^T 


CATAAAAA-AT 


TTATTTGCTT 


TGTGAGCGGA 


TAJ\CAJ\TTAT 


AA*TAGATTCA 

• ^* AAA X A Xp^A* 


ATTGTGAGCG 


GATAACAATT 


TCACACAGAJ^ 


TTCATTAAAG 


AGGAGAJLATT 


AAXTATGCAA 


ATCTACGAAG 


GTAAACTAAC 


TGCTGAAGGC 


CTTCGTTTCG 


GTATCGTAGC 


P TCACGTTTT 


AATCATGCTC 


TTGTCGACCG 


TCTGGTGGAG 


GGTGCAATTG 


ATTGCATAGT 


CCGTCATGGC 


GGCCGTGAAG 


AAGACATTAC 


TCTGGTTCGT 


GTTCCAGGCT 


CATGGGAAAT 


A CCGGTTGCT 


GCGGGTGAAC 


TGGCGCGTAA 


AGAGGACATT 


GATGCTGTTA 


TCGCAATTGG 


CGTTCTrATC 


AGAGGCGCA-A 


CGCCACATTT 


CGATTATATC 


GCCTCTGAAG 


TTTCAAAAGG 


CCTCGCGAAC 


CTTTCATTAG 


AAC TAG G T AA 


ACCTAT'CACC 


TTCGGTGTTA 


TTACAGCTGA 




CAGGCTATCG 


AGCGCGCCGG 

'I -A VJ \J >J 


CACAAAACAC 


GGCAACA/y^G 


GTTGGGAAGC 




GCCATTGAAA 


.^^^ 4^ 

TGGCAAACTT 


ATTCAJ^GTCT 


CTCCGACATC 


ACCATCACCA 


CCATGGCGGT 


TCTGGCGCGG 


CCGCACTCGG 


CGGCATCTTC 


GAAGCTATGA 


AGATGGAGTG 


GCGCTAAGGA 


TCCGTCGACC 


TGCAGCCAAG 


CTTAATTAGC 


TGAGCTTGGA 


CTCCTGTTGA 


TAGATCCAGT 


AATGACCTCA 


GAACTCCATC 


TGGATTTGTT 


CAGAACGCTC 


GGTTGCCGCC 


GGGCGTTTTT 


TATTGGTGAG 


AATCCAAGCT 


AGCTTGGCGA 


GATTTTCAGG 


AGCTAAGGAA 


GCTAAAATGG 


AGAAAAAAA.T 


CACTGGATAT 


ACCACCGTTG 


ATATATCCCA 


ATGGCATCGT 


A^J^GAACATT 


TTGAGGCATT 


TCAGTCAGTT 


GCTCAATGTA 


CCTATAACCA 


GACCGTTCAG 


CTGGATATTA 


CGGCCTTTTT 


AAAGACCGTA 


AAGAAAAATA 


AGCACA-AGTT 


TTATCCGGCC 


TTTATTCACA 


TTCTTGCCCG 


CCTGATGAAT 


GCTCATCCGG 


AJ^TTTCGTAT 


GGCAATGAAJV 


GAXGGTGAGC 


TGGTGATATG 


GGATAGTGTT 


CACCCTTGTT 


ACACCGTTTT 


CCATGAGCAA 


ACTGAAACGT 


TTTCATCGCT 


CTGGAGTGAA 


TACCACGACG 


ATTTCCGGCA 


GTTTCTACAC 


A.TATATTCGC 


AAGATGTGGC 


GTGTTACGGT 


GAAAACCTGG 


CCTA.TTTCCC 


TAAAGGGTTT 


A.TTGAGAATA 


TGTTTTTCGT 


CTCAGCCAAT 


CCCTGGGTGA 


GTTTCACCAG 


TTTTGATTTA- 


AJi.CGTGGCCA 


ATATGGACA-A 


CTTCTTCGCC 


CCCGTTTTCA 


CCATGCATGG 


GCAAATATTA 


TACGCAAGGC 


GACAAGGTGC 


TGATGCCGCT 


GGCGATTCAG 


GTTCATCATG 


CCGTCTGTGA 


TGGCTTCCAT 


GTCGGCAGAA 


TGCTTAATGA 


ATTACAACAG 


TACTGCGATG 


AGTGGCAGGG 


C3GGGCGTAA 


TTTTTTTAAG 


GCAGTTATTG 




ACGCCTGGGG 


TAJVTGACTCT 


CTAGCTTGAG 


GCATCAAATA. 


AJ^ACGAAAGG 


CTCAGTCGAA 




»Tl »T» ^ •7* *P *p T 2i 


TCTGTTGTTT 


GTCGGTGAAC 


GCTCTCCTGA 


GTAGGACAAA 


TCCGCCGCTC 


TAGAGCTGCC 


rCGCGCGTTT 
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CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA CAGCTTGTCT 
GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG TTGGCGGGTG 
TCGGGGCGCA GCCATGACCC AGTCACGTAG CGATAGCGGA GTGTATACTG GCTTAACTAT 
GCGGCATCAG AGCAGATTGT ACTGAGAGTG CACCATATGC GGTGTGAJUIT ACCGCACAGA 
TGCGTAAGGA GAJ^AATACCG CATCAGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG 
CGCTCGGTCT GTCGGCTGCG GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA 
TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGA-^J^G AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC 
AGGAACCGTA AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG 
CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC 
CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC 
GGATACCTGT CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATG CTCACGCTGT 
AGGTATCTCA GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC 
GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA 
CACGACTTAT CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA 
GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA 
TTTGGTATCT GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA A-AAGAGTTGG TAGCTCTTGA 
TCCGGCAAAC AAACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 
CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG 
TGGAACGAAja ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC 
TAGATCCTTT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AJ\ATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT 
TGGTCTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT 
CGTTCATCCA TAGCTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA 
CCATCTGGCC CCAGTGCTGC AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA 
TCAGCAATAJi. ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC 
GCCTCCATCC AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT 
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT 
ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAJ^CGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG 
TGCAAAAAJIG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA 
GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA 
AGATGCTTTT CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG 
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT 
TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 
CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT 
ACTTTCACCA GCGTTTCTGG GTGAGCAJ^AA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AJE^AAAAGGGA 
ATAAGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC 
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA 
CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AJiAGTGCCAC CTGACGTCTA AGAAACCATT 
ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC// 
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SEQ ID No. 25: pNCO-BS-LuSy-Agel-AA-Lusy 

ChimSre Protein bestehend aus einem Teil der Lumazinsynthase aus Bacillus 
subtilis und einem Teil der thermostabilen Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus . 



SEQUENCE 


3879 BP; 


1020 A; 914 C; 940 G; 1005 


T; 0 OTHER, 


CTCGAGAAAT 


CATAAAAAAT 


TTATTTGCTT 


TGTGAGCGGA 


TAACAATTAT 


AATAGATTCA 


ATTGTGAGCG 


GATAACAATT 


TCACACAGAA 


TTCATTAAAG 


AGGAGAAATT 


AACTATGAAT 


ATCATACAAG 


GAAATTTAGT 


TGGTACAGGT 


CTTAAAATCG 


GAATCGTAGT 


AGGAAGATTT 


AATGATTTTA 


TTACGAGCAA 


GCTGCTGAGC 


GGAGCAGAAG 


ATGCGCTGCT 


CAGACATGGC 


GTAGACACAA 


ATGACATTGA 


TGTGGCTTGG 


GTTCCAGGCG 


CATTTGAAAT 


ACCGGTTGCT 


GCGGGTGAAC 


TGGCGCGTAA 


AGAGGACATT 


GATGCTGTTA 


TCGCAATTGG 


CGTTCTCATC 


AGAGGCGCAA 


CGCCACATTT 


CGATTATATC 


GCCTCTGAAG 


TTTCAAAAGG 


CCTCGCGAAC 


CTTTCATTAG 


AACTACGTAA 


ACCTATCACC 


TTCGGTGTTA 


TTACAGCTGA 


CACCTTGGAA 


CAGGCTATCG 


AGCGCGCCGG 


CACAAAACAC 


GGCAACAAAG 


GTTGGGAAGC 


AGCGCTTTCT 


GCCATTGAAA 


TGGCAAACTT 


ATTCAAGTCT 


CTCCGATAAG 


GATCCGTCGA 


CCTGCAGCCA 


AGCTTAATTA 


GCTGAGCTTG 


GACTCCTGTT 


GATAGATCCA 


GTAATGACCT 


CAGAACTCCA 


TCTGGATTTG 


TTCAGAACGC 


TCGGTTGCCG 


CCGGGCGTTT 


TTTATTGGTG 


AGAATCCAAG 


CTAGCTTGGC 


GAGATTTTCA 


GGAGCTAAGG 


AAGCTAAAAT 


GGAGAAAAAA 


ATCACTGGAT 


ATACCACCGT 


TGATATATCC 


CAATGGCATC 


GTAAAGAACA 


TTTTGAGGCA 


TTTCAGTCAG 


TTGCTCAATG 


TACCTATAAC 


CAGACCGTTC 


AGCTGGATAT 


TACGGCCTTT 


TTAAAGACCG 


TAAAGAAAAA 


TAAGCACAAG 


TTTTATCCGG 


CCTTTATTCA 


CATTCTTGCC 


CGCCTGATGA 


ATGCTCATCC 


GGAATTTCGT 


ATGGCAATGA 


AAGACGGTGA 


GCTGGTGATA 


TGGGATAGTG 


TTCACCCTTG 


TTACACCGTT 


TTCCATGAGC 


AAACTGAAAC 


GTTTTCATCG 


CTCTGGAGTG 


AATACCACGA 


CGATTTCCGG 


CAGTTTCTAC 


ACATATATTC 


GCAAGATGTG 


GCGTGTTACG 


GTGAAAACCT 


GGCCTATTTC 


CCTAAAGGGT 


TTATTGAGAA 


TATGTTTTTC 


GTCTCAGCCA 


ATCCCTGGGT 


GAGTTTCACC 


AGTTTTGATT 


TAAACGTGGC 


CAATATGGAC 


AACTTCTTCG 


CCCCCGTTTT 


CACCATGCAT 


GGGCAAATAT 


TATACGCAAG 


GCGACAAGGT 


GCTGATGCCG 


CTGGCGATTC 


AGGTTCATCA 


TGCCGTCTGT 


GATGGCTTCC 


ATGTCGGCAG 


AATGCTTAAT 


GAATTACAAC 


AGTACTGCGA 


TGAGTGGCAG 


GGCGGGGCGT 


AATTTTTTTA 


AGGCAGTTAT 


TGGTGCCCTT 


/^AACGCCTGG 


GGTAATGACT 


CTCTAGCTTG 


AGGCATCAAA 


TAAAACGAAA 


GGCTCAGTCG 


AAAGACTGGG 


CCTTTCGTTT 


TATCTGTTGT 


TTGTCGGTGA 


ACGCTCTCCT 


GAGTAGGACA 


AATCCGCCGC 


TCTAGAGCTG 


CCTCGCGCGT 


TTCGGTGATG 


ACGGTGAAAA 


CCTCTGACAC 


ATGCAGCTCC 


CGGAGACGGT 


CACAGCTTGT 


CTGTAAGCGG 


ATGCCGGGAG 


CAGACAAGCC 


CGTCAGGGCG 


CGTCAGCGGG 


TGTTGGCGGG 


TGTCGGGGCG 


CAGCCATGAC 






GAGTGTATAC 


TGGCTTAACT 


ATGCGGCATC 




GTACTGAGAG 


TGCACCATAT 


GCGGTGTGAA 


ATACCGCACA 


GATGCGTAAG 


GAGAAAATAC 


CGCATCAGGC 


GCTCTTCCGC 


TTCCTCGCTC 


ACTGACTCGC 


TGCGCTCGGT 


CTGTCGGCTG 


CGGCGAGCGG 


TATCAGCTCA 


CTCAAAGGCG 


GTAATACGGT 


TATCCACAGA 


ATCAGGGGAT 


AACGCAGGAA 


AGAACATGTG 


AGCAAAAGGC 


CAGCAAAAGG 


CCAGGAACCG 


TAAAAAGGCC 


GCGTTGCTGG 


CGTTTTTCCA 


TAGGCTCCGC 


CCCCCTGACG 


AGCATCACAA 


AAATCGACGC 


TCAAGTCAGA 


GGTGGCGAAA 


CCCGACAGGA 


CTATAAAGAT 


ACCAGGCGTT 


TCCCCCTGGA 


AGCTCCCTCG 


TGCGCTCTCC 


TGTTCCGACC 


CTGCCGCTTA 


CCGGATACCT 


GTCCGCCTTT 


CTCCCTTCGG 


GAAGCGTGGC 


GCTTTCTCAA 


TGCTCACGCT 


GTAGGTATCT 


CAGTTCGGTG 
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TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTG7GTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC 
GCCTTATCCG GTAACTATCG TCTTGAGTCC ^^J^.CCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG 
GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGC6GTGC TACAGAGTTC 
TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGCTACACT AGAAGGACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG 
CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACAAACCACC 
GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAJVA AAAAGGATCT 
CAAGAAGATC CTTTGATCTT TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT 
TAAGGGATTT TGGTCATGAG ATTATCAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA 
AAATGAAGTT TTAAATCAAT CTAAAGTATA TATGAGTAAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA 
TGCTTAATCA GTGAGGCACC TATCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGCTGCC 
TGACTCCCCG TCGTGTAGAT AACTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT 
GCAATGATAC CGCGAGACCC ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA 
GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT 
AATTGTTGCC GGGAAGCTAG AGTAAGTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT 
GCCATTGCTA CAGGCATCGT GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC 
GGTTCCCAAC GATCAAGGCG AGTTACATGA TCCCCCATGT .TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC 
TCCTTCGGTC CTCCGATCGT TGTCAGAAGT AAGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT 
ATGGCAGCAC TGCATAATTC TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT 
GGTGAGTACT CAACCAAGTC ATTCTGAGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC 
CCGGCGTCAA TACGGGATAA TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT 
GGAAAACGTT CTTCGGGGCG AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG 
ATGTAACCCA CTCGTGCACC CAACTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT 
GGGTGAGCAA AAACAGGAAG GCAAAATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA 
TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT 
CTCATGAGCG GATACATATT TGAATGTATT TAGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC 
ACATTTCCCC GAAAAGTGCC ACCTGACGTC TAAGAAACCA TTATTATCAT GACATTAACC 
TATAAAAATA GGCGTATCAC GAGGCCCTTT CGTCTTCAC// 



SEQ ID No. 26: pNCO-AA-Bglll-Lusy 

Vektor zur Fusion von Fremdpeptiden an den N-Terminus der thermostabilen 
Lumazinsynthase aus Aquifex aeoiicus unter Verwendung der 
Restriktionsendonuklease Bglll. 

SEQUENCE 3879 BP; 1004 A; 925 C; 941 G; 1009 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGCAG 
ATCTACGAAG GTAAACTAAC TGCTGAAGGC CTTCGTTTCG GTATCGTAGC ATCACGTTTT 
AATCATGCTC TTGTCGACCG TCTGGTGGAG GGTGCAATTG ATTGCATAGT CCGTCATGGC 
GGCCGTGAAG AAGACATTAC TCTGGTTCGT GTTCCAGGCT CATGGGAAAT ACCGGTTGCT 
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GCGGGTGAAC TGGCGCGTAA AGAGGACATT GATGCTGTTA TCGCAATTGG CGTTCTCATC 
AGAGGCGCAA CGCCACATTT CGATTATA7C GCCTCTGAAG TTTCAAJ^GG CCTCGCGAAC 
CTTTCATTAG AACTACGTAA ACCTATCACC TTCGGTGTTA TTACAGCTGA CACCTTGGAA 
CAGGCTATCG AGCGCGCCGG CACPJkfiACAC GGCAACAAAG GTTGGGAAGC AGCGCTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT ATTCAAGTCT CTCCGATAAG GATCCGTCGA CCTGCAGCCA 
AGCTTAATTA GCTGAGCTTG GACTCCTGTT GATAGATCCA GTAATGACCT CAGAACtCCA 
TCTGGATTTG TTCAGAACGC TCGGTTGCCG CCGGGCGTTT TTTATTGGTG AGAATCCAAG 
CTAGCTTGGC GAGATTTTCA GGAGCTAAGG AAGCTAAAAT GGAGAAJ^AAA ATCACTGGAT 
ATACCACCGT TGATATATCC CAATGGCATC GTAAAGAACA TTTTGAGGCA TTTCAGTCAG 
TTGCTCAATG TACCTATAAC CAGACCGTTC AGCTGGATAT TACGGCCTTT TTAAAGACCG 
TAAAGAAAAA TAJIGCACAAG TTTTATCCGG CCTTTATTCA CATTCTTGCC CGCCTGATGA 
ATGCTCATCC GGAATTTCGT ATGGCAJVTGA AAGACGGTGA GCTGGTGATA TGGGATAGTG 
TTCACCCTTG TTACACCGTT TTCCATGAGC AAACTGAAAC GTTTTCATCG CTCTGGAGTG 
AATACCACGA CGATTTCCGG CAGTTTCTAC ACATATATTC GCAAGATGTG GCGTGTTACG 
GTGAAAACCT GGCCTATTTC CCTAAAGGGT TTATTGAGAA TATGTTTTTC GTCTCAGCCA 
ATCCCTGGGT GAGTTTCACC AGTTTTGATT TAAACGTGGC CAATATGGAC AACTTCTTCG 
CCCCCGTTTT CACCATGCAT GGGCAAATAT TATACGCAAG GCGACAAGGT GCTGATGCCG 
CTGGCGATTC AGGTTCATCA TGCCGTCTGT GATGGCTTCC ATGTCGGCAG AATGCTTAAT 
GAATTACAAC AGTACTGCGA TGAGTGGCAG GGCGGGGCGT AATTTTTTTA AGGCAGTTAT 
TGGTGCCCTT A-AACGCCTGG GGTAATGACT CTCTAGCTTG AGGCATCAAA TAAAACGAAA 
GGCTCAGTCG AAAGACTGGG CCTTTCGTTT TATCTGTTGT TTGTCGGTGA ACGCTCTCCT 
GAGTAGGACA AATCCGCCGC TCTAGAGCTG CCTCGCGCGT TTCGGTGATG ACGGTGAAAA 
CCTCTGACAC ATGCAGCTCC CGGAGACGGT CACAGCTTGT CTGTAAGCGG ATGCCGGGAG 
CAGACAAGCC CGTCAGGGCG CGTCAGCGGG TGTTGGCGGG TGTCGGGGCG CAGCCATGAC 
CCAGTCACGT AGCGATAGCG GAGTGTATAC TGGCTTAACT ATGCGGCATC AGAGCAGATT 
GTACTGAGAG TGCACCATAT GCGGTGTGAA ATACCGCACA GATGCGTAAG GAGAAAATAC 
CGCATCAGGC GCTCTTCCGC TTCCTCGCTC ACTGACTCGC TGCGCTCGGT CTGTCGGCTG 
CGGCGAGCGG TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGGT TATCCACAGA ATCAGGGGAT 
AACGCAGGAA AGAJ^CATGTG AGCAAAAGGC CAGCAAJVAGG CCAGGAACCG TAAAAAGGCC 
GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACG AGCATCACAA AAATCGACGC 
TCAAGTCAGA GGT6GCGAAA CCCGACAGGA CTATAJUVGAT ACCAGGCGTT TCCCCCTGGA 
AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC TGTTCCGACC CTGCCGCTTA CCGGATACCT GTCCGCCTTT 
CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC GCTTTCTCAJV TGCTCACGCT GTAGGTATCT CAGTTCGGTG 
TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG CACGAACCCC CCGTTCAGCC CGACCGCTGC 
GCCTTATCCG GTA.ACTATCG TCTTGAGTCC AACCCGGTAA GACACGACTT ATCGCCACTG 
GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTATG TAGGCGGTGC TACAGAGTTC 
TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGCTACACT AGAAGGACAG TATTTGGTAT CTGCGCTCTG 
CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCTT GATCCGGCAA ACA^CCACC 
GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT TGTTTGCAAG CAGCAGATTA CGCGCAGAAA AAAAGGATCT 
CAAGAAGATC CTTTGATCTT TTCTACGGGG TCTGACGCTC AGTGGAACGA AAACTCACGT 
TAAGGGATTT TGGTCATGAG ATTA7CAAAA AGGATCTTCA CCTAGATCCT TTTAAATTAA 
AAATGAAGTT TTAA.ATCAAT CTAAAGTATA TATGAG?AAA CTTGGTCTGA CAGTTACCAA 
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TGCTTAATCA GTGAGGCACC TArCTCAGCG ATCTGTCTAT TTCGTTCATC CATAGCTGCC ' 
TGACTCCCCG TCGTGTAGAT AA.CTACGATA CGGGAGGGCT TACCATCTGG CCCCAGTGCT 
GCAATGATAC CGCGAGACCC ACGCTCACCG GCTCCAGATT TATCAGCAAT AAACCAGCCA 
GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG AAGTGGTCCT GCAACTTTAT CCGCCTCCAT CCAGTCTATT 
.'VATTGTTGCC GGGAA.GCTAG AGTA.^GTAGT TCGCCAGTTA ATAGTTTGCG CAACGTTGTT 
GCCATTGC7A CAGGCATCGT GGTGTCACGC TCGTCGTTTG GTATGGCTTC ATTCAGCTCC 
GGTTCCCA^.C GATCAAGGCG AGTTACATGA TCCCCCATGT TGTGCAAAAA AGCGGTTAGC 
TCCTTCGGTC CTCCGATCGT TGTCAGAAGT /^.VGTTGGCCG CAGTGTTATC ACTCATGGTT 
ATGGCAGCAC TGCATAATTC TCTTACTGTC ATGCCATCCG TAAGATGCTT TTCTGTGACT 
GGTGAGTAC7 CAACCAAGTC ATTCT3AGAA TAGTGTATGC GGCGACCGAG TTGCTCTTGC 
CCGGCGTCAA TACGGGATAA TACCGCGCCA CATAGCAGAA CTTTAAAAGT GCTCATCATT 
GGAAAACGT? CTTCGGGGCG AAAACTCTCA AGGATCTTAC CGCTGTTGAG ATCCAGTTCG 
ATGTAACCCA CTCGTGCACC CAJ^.CTGATCT TCAGCATCTT TTACTTTCAC CAGCGTTTCT 
GGGTGAGCAA AAACAGGAAG GCAAA-ATGCC GCAAAAAAGG GAATAAGGGC GACACGGAAA 
TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAA TATTATTGAA GCATTTATCA GGGTTATTGT 
CTCATGAGCG GATACATATT TGAATGTATT 7AGAAAAATA AACAAATAGG GGTTCCGCGC 
ACATTTCCCC GAAAAGTGCC ACCTGACGTC TAAGAAACCA TTATTATCAT GACATTAACC 
TATAAAAATA GGCGTATCAC GAGGCCCTTT CGTCTTCAC// 



SEQ ID No. 27: pNCO-AA-Lusy- (BamHI) 

Vektor zur Fusion von Fremdpeptiden an den C-Terminus der thermostabilen 
Liimazinsynthase aus Aquifex aeoiicus unter Verwendung der 
Restriktionsenccnuklease BamHI. 

SEQUENCE 3876 BP; 1003 A; 925 C; 940 G; 1008 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGC6 GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGCAA 
ATCTACGAAG GTAAACTAAC TGCTGAAGGC CTTCGTTTCG GTATCGTAGC ATCACGTTTT 
AATCATGCTC rTGTCGACCG TCTGGTGGAG GGTGCAATTG ATTGCATAGT CCGTCATGGC 
GGCCGTGAAG AAGACATTAC TCTGGTTCGT GTTCCAGGCT C.ATGGGAAAT ACCGGTTGCT 
GCGGGTGAAC TGGCGCGT.AA AGAGGACATT GATGCTGTTA TCGCAATTGG CGTTCTCATC 
AGAGGCGCAA CGCCACATTT CGATTATATC GCCTCTGAAG TTTCAAAAGG CCTCGCGAAC 
CTTTCATTAG .^.:^.CTACGTAA ACCTATCACC TTCGGTGTTA TT.ACAGCTGA CACCTTGGAA 
CAGGCTATCG .AGCGCGCCGG CAC.aA-=ACAC GGCAACAAAG GTTGGGAAGC .AGCGCTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT ATTC.=.^GTCT CTCCGAGGAT CCGTCGACCT GCAGCCAAGC 
TTAATTAGCT GAGCTTGGAC TCCTGTTGAT AGATCCAGTA ATGACCTCAG AACTCCATCT 
GGATTTGTTC -AGAACGCTCG GTTGCCGCCG GGCGTTTTTT ATTGGTGAGA ATCCAAGCTA 
GCTTGGCGAG ATTTTCAGGA GCTAAGGAAG CT.AAAATGGA GAAAAAAATC .ACTGGATATA 
CCACCGTTGA T.^^.T.ATCCCAA TGGCATCGTA AAGAACATTT TGAGGCATTT CAGTCAGTTG 
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CTCAATGTAC CTATAACCAG ACC3TTCAGC TGGATATTAC GGCCTTTTTA AAGACCGTAA 
AGAAAAATAJl GCACAAGTTT TATCCGGCCT TTATTCACAT TCTTGCCCGC CTGATGAATG 
CTCATCCGGA ATTTCGTATG GCAJ^.TGAAAG ACGGTGAGCT GGTGATATGG GATAGTGTTC 
ACCCTTGTTA CACCGTTTTC CATGAGCAAi^. CTGAJ^CGTT TTCATCGCTC TGGAGTGAAT 
ACCACGACGA TTTCCGGCAG TTTCTACACA TATATTCGCA AGATGTGGCG TGTTACGGTG 
AAAJ^CCTGGC CTATTTCCCT AAJ^.GGGTTTA TTGAGAATAT GTTTTTCGTC TCAGCCAATC 
CCTGGGTGAG TTTCACCAGT TTTGATTTAA ACGTGGCCAA TATGGACAJ^C TTCTTCGCCC 
CCGTTTTCAC CATGCATGGG CAAATATTAT ACGCAAGGCG ACAAGGTGCT GATGCCGCTG 
GCGATTCAGG TTCATCATGC CGTCTGTGAT GGCTTCCATG TCGGCAGAAT GCTTAATGAA 
TTACAACAGT ACTGCGATGA GTGGCAGGGC GGGGCGTAAT TTTTTTAAGG CAGTTATTGG 
TGCCCTTAAA CGCCTGGGGT AATGACTCTC TAGCTTGAGG CATCAAATAA AACGAAAGGC 
TCAGTCGAAA GACTGGGCCT TTCGTTTTAT CTGTTGTTTG TCGGTGAACG CTCTCCTGAG 
TAGGACAAAT CCGCCGCTCT AGAGCTGCCT CGCGCGTTTC GGTGATGACG GTGAAAACCT 
CTGACACATG CAGCTCCCGG AGACGGTCAC AGCTTGTCTG TA.AGCGGATG CCGGGAGCAG 
ACAAGCCCGT CAGGGCGCGT CAGCGGGTGT TGGCGGGTGT CGGGGCGCAG CCATGACCCA 
GTCACGTAGC GATAGCGGAG TGTATACTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA 
CTGAGAGTGC ACCATATGCG GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC 
ATCAGGCGCT CTTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTGC GCTCGGTCTG TCGGCTGCGG 
CGAGCGGTAT CAGCTCACTC AAAGGCGGTA ATACGGTTAT CCACAGAATC AGGGGATAAC 
GCAGGAAAGA ACATGTGAGC AAAAGGCCAG CAAAAGGCCA GGAACCGTAA AAAGGCCGCG 
TTGCTGGCGT TTTTCCATAG GCTCCGCCCC CCTGACGAGC ATCACAAAAA TCGACGCTCA 
AGTCAGAGGT GGCGAAACCC GACAGGACTA TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC 
TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT TCCGACCCTG CCGCTTACCG GATACCTGTC CGCCTTTCTC 
CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT TTCTCAATGC TCACGCTGTA GGTATCTCAG TTCGGTGTAG 
GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC GAACCCCCCG TTCAGCCCGA CCGCTGCGCC 
TTATCCGGTA ACTATCGTCT TGAGTCCAAC CCGGTAAGAC ACGACTTATC GCCACTGGCA 
GCAGCCACTG GTAACAGGAT TAGCAGAGCG AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG 
AAGTGGTGGC CTAACTACGG CTACACTAGA AGGACAGTAT TTGGTATCTG CGCTCTGCTG 
AAGCCAGTTA CCTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT CCGGCAAACA AACCACCGCT 
G6TAGCGGTG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG CAGATTACGC GCAGAAAAAA AGGATCTCAA 
GAAGATCCTT TGATCTTTTC TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAA^ CTCACGTTAA 
GGGATTTTGG TCATGAGATT ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 
TGAAGTTTTA .AATCAATCTA AAGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAG TTACCAATGC 
TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC GTTCATCCAT AGCTGCCTGA 
CTCCCCGTCG TGTAGATAAC TACGATACGG GAGGGCTTAC CATCTGGCCC CAGTGCTGCA 
ATGATACCGC GAGACCCACG CTCACCGGCT CCAGATTTAT CAGCAATAAA CCAGCCAGCC 
GGAAGGGCCG AGCGCAGAAG TGGTCCTGCA ACTTTATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
TGTTGCCGGG PAGCTAGAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTGTTGCC 
ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACGCTCG TCGTTTGGTA TGGCTTCATT CAGCTCCGGT 
TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC CCCATGTTGT GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC 
TTCGGTCCTC CGATCGTTGT CAGAAGTAAG TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG 
6CAGCACTGC ATAATTCTCT TACTGTCATG CCATCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
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GAGTACTCAA CCAAGTCATT 
GCGTCAATAC GGGATAATAC 
AAACGTTCTT CGGGGCGAAA 
TAACCCACTC GTGCACCCAA 
TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA 
TGAATACTCA TACTCTTCCT 
ATGAGCGGAT ACATATTTGA 
TTTCCCCGAJi AAGTGCCACC 
AAAAATAGGC GTATCACGAG 
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CTGAGAATAG TGTATGCGGC 
CGCGCCACA.T AGCAGAACTT 
ACTCTCAAGG ATCTTACCGC 
CTGATCTTCA GCATCTTTTA 
AAJVTGCCGCA AAJKAAGGGAA 
TTTTCAATAT TATTGAAGCA 
ATGTATTTAG AAAAATAAAC 
TGACGTCTAJi. GAAACCATTA 
GCCCTTTCGT CTTCAC// 
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GACCGAGTTG CTCTTGCCCG 
TAJ\AAGTGCT CATCATTGGA 
TGTTGAGATC CAGTTCGATG 
CTTTCACCAG CGTTTCTGGG 
TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
TTTATCAGGG TTATTGTCTC 
AAATAGGGGT TCCGCGCACA 
TTATCATGAC ATTAACCTAT 



SEQ ID No. 28: pNCO-AA-Bglll-IiUsy- (BamHI) 

Vektor zur Fusion von Fremdpeptiden an den N- und an den C-Terminus der 
thermostabilen Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus unter Verwendung der 
Restriktionsendonukleasen Bglll und BamHI . 

SEQUENCE 3876 BP; 1002 A; 925 C; 941 G; 1008 T; 0 OTHER; 

CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAAC/^TTAT AATAGATTCA 
ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACTATGCAG 
ATCTACGAAG GTAAACTAAC TGCTGAAGGC CTTCGTTTCG GTATCGTAGC ATCACGTTTT 
AATCATGCTC TTGTCGACCG TCTGGTGGAG GGTGCAATTG ATTGCATAGT CCGTCATGGC 
GGCCGTGAAG AAGACATTAC TCTGGTTCGT GTTCCAGGCT CATGGGAAAT ACCGGTTGCT 
GCGGGTGAAC TGGCGCGTAA AGAGGACATT GATGCTGTTA TCGCAATTGG CGTTCTCATC 
AGAGGCGCAA CGCCACATTT CGATTATATC GCCTCTGAAG TTTCAAAAGG CCTCGCGAAC 
CTTTCATTAG AACTACGTAA ACCTATCACC TTCGGTGTTA TTACAGCTGA CACCTTGGAA 
CAGGCTATCG AGCGCGCCGG CACAAAACAC GGCAACAAAG GTTGGGAAGC AGCGCTTTCT 
GCCATTGAAA TGGCAAACTT A.TTCAAGTCT CTCCGAGGAT CCGTCGACCT GCAGCCAAGC 
TTAATTAGCT GAGCTTGGAC TCCTGTTGAT AGATCCAGTA ATGACCTCAG AACTCCATCT 
GGATTTGTTC AGAACGCTCG GTTGCCGCCG GGCGTTTTTT ATTGGTGAGA ATCCAAGCTA 
GCTTGGCGAG ATTTTCAGGA GCTAAGGAAG CTAAAATGGA GAAAAAAATC ACTGGATATA 
CCACCGTTGA TATATCCCAA TGGCATCGTA AAG7VACATTT TGAGGCATTT CAGTCAGTTG 
CTCAATGTAC CTATAACCAG ACCGTTCAGC TGGATATTAC GGCCTTTTTA AAGACCGTAA 
AGAAAAATAJi GCACAAGTTT TATCCGGCCT TTATTCACAT TCTTGCCCGC CTGATGAATG 
CTCATCCGGA. ATTTCGTATG GCAATGAAAG ACGGTGAGCT GGTGATATGG GATAGTGTTC 
ACCCTTGTTA CACCGTTTTC CATGAGCAAA CTGAAACGTT TTCATCGCTC TGGAGTGAAT 
ACCACGACGA TTTCCGGCAG TTTCTACACA TATATTCGCA AGATGTGGCG TGTTACGGTG 
AAAACCTGGC CTATTTCCCT AAAGGGTTTA TTGAGAATAT GTTTTTCGTC TCAGCCAATC 
CCTGGGTGAG TTTCACCAGT TTTGATTTAA ACGTGGCCAA TATGGACAAC TTCTTCGCCC 
CCGTTTTCAC CATGCATGGG CAAATATTAT ACGCAAGGCG ACAAGGTGCT GATGCCGCTG 
GCGATTCAGG TTC.ATCATGC CGTCTGTGAT GGCTTCCATG TCGGCAGAAT GCTTAATGAA 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 00/53229 PCT/EPOO/0 1 899 

52 

TTACAACAGT ACTGCGATGA GTGGCAGGGC GGGGCGTAAT TTTTTTAAGG CAGTTATTGG 
TGCCCTTAAA CGCCTGGGGT AATGACTCTC TAGCTTGAGG CATCAAATAA AACGAAAGGC 
TCAGTCGAAA GACTGGGCCT TTCGTTTTAT CTGTTGTTTG TCGGTGAACG CTCTCCTGAG 
TAGGACAAAT CCGCCGCTCT AGAGCTGCCT CGCGCGTTTC GGTGATGACG GTGAAAACCT 
CTGACACATG CAGCTCCCGG AGACGG7CAC AGCTTGTCTG TAAGCGGATG CCGGGAGCAG 
ACAAGCCCGT CAGGGCGCGT CAGCGGGTGT TGGCGGGTGT CGGGGCGCAG CCATGACCCA 
GTCACGTAGC GATAGCGGAG TGTATACTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA 
CTGAGAGTGC ACCATATGCG GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC 
ATCAGGCGCT CTTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTGC GCTCGGTCTG TCGGCTGCGG 
CGAGCGGTAT CAGCTCACTC AAAGGCGGTA ATACGGTTAT CCACAGAATC AGGGGATAAC 
GCAGGAAAGA ACATGTGAGC AAJIAGGCCAG CAAAAGGCCA GGAACCGTAA AAAGGCCGCG 
TTGCTGGCGT TTTTCCATAG GCTCCGCCCC CCTGACGAGC ATCACAAAAA TCGACGCTCA 
AGTCAGAGGT GGCGAAACCC GACAGGACTA TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC 
TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT TCCGACCCTG CCGCTTACCG GATACCTGTC CGCGTTTCTC 
CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT TTCTCAATGC TCACGCTGTA GGTATCTCAG TTCGGTGTAG - 
GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC GAACCCCCCG TTCAGCCCGA CCGCTGCGCC 
TTATCCGGTA ACTATCGTCT TGAGTCCAAC CCGGTAAGAC ACGACTTATC GCCACTGGCA 
GCAGCCACTG GTAACAGGAT TAGCAGAGCG AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG 
AAGTGGTGGC CTAACTACGG CTACACTAGA AGGACAGTAT TTGGTATCTG CGCTCTGCTG 
AAGCCAGTTA CCTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT CCGGCAAACA AACCACCGCT 
GGTAGCGGTG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG CAGATTACGC GCAGAAAAAA AGGATCTCAA 
GAAGATCCTT TGATCTTTTC TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA 
GGGATTTTGG TCATGAGATT ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 
TGAAGTTTTA AATCAATCTA AAGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAG TTACCAATGC 
TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC GTTCATCCAT AGCTGCCTGA 
CTCCCCGTCG TGTAGATAAC TACGATACGG GAGGGCTTAC CATCTGGCCC CAGTGCTGCA 
ATGATACCGC GAGACCCACG CTCACCGGCT CCAGATTTAT CAGCAATAAA CCAGCCAGCC 
GGAAGGGCCG AGCGCAGAAG TGGTCCTGCA ACTTTATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
TGTTGCCGGG AAGCTAGAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA CGTTGTTGCC 
ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACGCTCG TCGTTTGGTA TGGCTTCATT CAGCTCCGGT 
TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC CCCATGTTGT GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC 
TTCGGTCCTC CGATCGTTGT CAGAAGTAAG TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG 
GCAGCACTGC ATAJVTTCTCT TACTGTCATG CCATCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
GAGTACTCAA CCAJVGTCATT CTGAGAATAG TGTATGCGGC GACCGAGTTG CTCTTGCCCG 
GCGTCAATAC GGGATAATAC CGCGCCACAT AGCAGAACTT TAAAAGTGCT CATCATTGGA 
AAACGTTCTT CGGGGCGAAA ACTCTCAAGG ATCTTACCGC TGTTGAGATC CAGTTCGATG 
TAACCCACTC GTGCACCCAA CTGATCTTCA GCA7CTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG 
TGAGCAAAAA CAGGAAGGCA AAATGCCGCA AJ^AAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
TGAATACTCA TACTCTTCCT TTTTCAATAT TATTGAAGCA TTTATCAGGG TTATTGTCTC 
ATGAGCGGAT ACATATTTGA ATGTATTTAG AAAAATAAAC AAATAGGGGT TCCGCGCACA 
TTTCCCCGAA AAGTGCCACC TGACGTCTAA GAAACCATTA TTATCATGAC ATTAACCTAT 
AAAAATAGGC GTATCACGAG GCCCTTTCGT CTTCAC// 
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En^m (z.B. alk. Phosphatase, eic.) kovalent an Streptavidin 
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auf der Obcrtlachc der Lumazinsynthase 
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biolinmarkierter 
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1._COLOR PRODUCT 
2...COtORLESS SUBSTRATE 
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TO STREPTAVIDIN BINDS TO BIOTIN {VIA STREPTAVIDIN 
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to produce icosahedral molecules that contain up 
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by mixing. The compounds produced lend 
themselves as auxiliary agents for carrying out 
analytical methods (ELISA. bio.sen.sors) or for 
producing vaccines. 
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34,46-53 
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28.31. 
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28,31, 
34,46-53 



I- 5,8, 

II- 14, 
16,17, 
20.21, 
28,31, 
34,46-53 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/01899 



C.(FortseUung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie' 



Bezeichnung der Verof fentlichung. sowei! erfordertich unter Angabe der in Betracht Kommenden Teiie 



3etr. Anspruch Nr. 



us 5 876 947 A (KUDRYK BOHDAN J ET AL) 
2. Marz 1999 (1999-03-02) 



Beispiele 1.2,3B 

WO 96 31617 A (JOLLA INST ALLERGY 
IMMUNOLOG) 10. Oktober 1996 (1996-16-10) 



Seite 34, Zeile 25 -Seite 35. Zeile 8 

US 5 786 179 A (FIORETTI WILLIAM C ET AL) 
28. Juli 1998 (1998-07-28) 



Beispiele 1-3 

WO 94 13327 A (BLACK CHRISTOPHER D V 
;STERLING WINTHROP INC (US); SNOW ROBERT A 
0 23. Juni 1994 (1994-06-23) 



Bei spiel 8 

60LDBAUM F A ET AL: "Crystallization and 
preliminary X-ray diffraction analysis of 
the luraazine synthase from Brucella 
abortus, " 

JOURNAL OF STRUCTURAL BIOLOGY, 
Bd. 123, Nr. 2, Oktober 1998 (1998-10), 
Seiten 175-178, XP00O929914 
ISSN: 1047-8477 
Zusanmenfassung 
Abbi 1 dungen 
Seite 177 

MORTL S ET AL: "Biosynthesis of 
riboflavin. Lumazine synthase of 
Escherichia coli . " 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, DEC 27 
1996, VOL. 271, NO. 52, PA6E(S) 33201-7, 
XP002153694 

Tabellen 1,4 

Abbi 1 dungen 1,6 

-/- 



I- 5,8, 

II- 14, 
16,17, 
20.21. 
28,31, 
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16,17,. 
20,21, 
28,31, 
34,46-53 



I- 5,8, 

II- 14. 
16.17. 
20,21, 
28,31, 
34,46-53 



15.18, 
19,46-53 



15,18. 
19,46-53 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortset2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UWTERLAGEN 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP G0/O1899 




JORDAN DB ET AL: "Plant riboflavin 
biosynthesis. Cloning, chloroplast 
localization, expression, purification, 
and partial characterization of spinach 
lumazine synthase." 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, JUL 30 
1999. VOL. 274, NO. 31, PA6E(S) 22114-21, 

XPG02153695 
Zusamuenfassung 
Abbildungen 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 08/01899 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7{2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Arispruche kein Recherchenbertcht ersteilt: 
w^^te^slch^auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist namBch 



2 mAnsprOcheNr 1-5. 8. 11-21. 28, 31. 34 und 46-53 teilweise 

* — weUsie srch auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprecnen, 
daB eine simivolle Internationale Recherche nicht durchgefuhit werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE AN6ABEN PCT/ISA/210 



^' ^ es2(5i dabei urn abhSngige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind. 

Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkelt der Erflndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 
Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt. daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 

Aufgrund des Ergebnisses der vorlaufigen UberprQfung 

gemass Regel 40.2(e) PCT sind keine zusatzlichen Gebuhren zu erstatten- 

1 I — I Da der AnmekJer atle erforderlichen zusatz]k:hen Recherchengetrtihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I I ifiternationale Recherchenbericht auf alle rechercWert)aren ArKspruche. 

□ Da fur alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbertsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 



3 I 1 Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzUchen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat,, erstreckt sich dieser 

LXJ irternattonale Recherchenbertcht nur auf die AnsprOche, fur die Gebuhren entrfchtetw^ 



AnsprOche Nr. 

1-5, 8, 11-21. 28, 31. 34 und 46-53 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
• ' — ' chenbericht beschrankl sich daher auf die in den Anspruchen zuerst envahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspmchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtllch eines Widerspruchs [T[ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspmch gezahlt. 

I j Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



.... r**^-»-«^ 'i-. *- r».-** - ...i: 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 00 /01899 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml i ch : 

1. Anspriiche: 46-53 teilweise, und 1-5, 8, 11-14, 16, 17, 20, 21, 

28, 31, 34 

Protein-Konjugat, bestehend aus Lumazinsynthase als 
Tragerprotei n , korrespondi erende DNA und Vektoren, Verfahren 
zu deren Herstellung, und deren Verwendungen, bezogen auf 
Lumazinsynthase im allgemeinen Sinne, mit Ausname von den 
weiteren Erf indungsgegenstande. 

2. Anspriiche: 46-53 teilweise, und 6, 33 und 36-38 

Protein- Konjugat, bestehend aus Lumazinsynthase als 
Tragerprotei n, korrespondi erende DNA und Vektoren, und deren 
Verwendungen, bezogen auf Lumazinsynthase aus Aquifex 
aeolicus. 



3. Anspriiche: 46-53 teilweise, und 7 

Protein- Konjugat, bestehend aus Lumazinsynthase als 
Tragerprotei n, korrespondi erende DNA und Vektoren, und deren 
Verwendungen, bezogen auf chimares Lumazinsynthase aus 
Bacillus subtilis und Aquifex aeolicus. 

4- Anspriiche: 46-53 teilweise, und 9-10 

Protein- Konjugat, bestehend aus Lumazinsynthase als 
Tragerprotei n, korrespondi erende DNA und Vektoren, und deren 
Verwendungen, bezogen auf Lumazinsynthase aus Bacillus 
subtilis modifiziert an Position 93 und/oder 139. 

5, Anspriiche: 46-53 teilweise, und 15, 18 und 19 

Protein- Konjugat, bestehend aus Lumazinsynthase als 
Tragerprotei n, korrespondi erende DNA und Vektoren, und deren 
Verwendungen, bezogen auf mindestens 2 unterschiedlichen 
Protein- Konjugaten von Lumazinsynthase 

6. Anspriiche: 22-24 

Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis modifiziert an 
Position 93 und/oder 139. 



7. Anspriiche: 25-26 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 00/01899 



WEITER E ANG AB EN PCT/ISA/ 210 



Lumazinsynthase aus Aquifex aeolicus. 



8. Anspruch : 27 



Chi mares Lumazinsynthase aus Bacillus subtilis und Aquifex 
aeolicus. 



9. Anspruche: 46-53 teilweise* und 29, 30, 32, 35 und 39-45 

Protein-Konjugat, bestehend aus Lumazinsynthase als 
Tragerprotein, korrespondierende DNA und Vektoren, und deren 
Verwendungen, bezogen auf Lumazinsynthase aus Bacillus 
subtilis. 
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WEITERE ANGABEN 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 1-5, 8, 11-21, 28, 31, 34 und 46-53 teilweise 



Die geltenden Patentanspruche 1-5, 8, 11-21, 28, 31, 34 und 46-53 
beziehen sich auf Konjugate, deren Mischungen, Verfahren zu deren 
Hers tel lung, und deren Verwendung, jewel Is nur teilweise charakterisiert, 
d.h. durch das Tragerprotein. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte etc*, die dieses 
Tragerprotein enthalten, wohingegen die Patentanmeldung Stutze durch die 
Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine begrenzte Zahl solcher 
Produkte etc. lief art. Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen 
die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung 
in einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint. 
Desungeachtet fehlt den Patentanspriichen auch die in Art. 6 PCT 
geforderte Klarheit, weil in keiner der Anspruchen 1-5, 8, 11-21, 28, 31 
34 46-53 ein Protein- Konjugat vollstandig karakterisiert worden ist. 
Sogar das Tragerprotein ist nicht vollstandig in den Anspruchen 
definiert: in Anspruchen 1-2 ist nur der Rede von einer 
"Kapsid-Raumstruktur vom Lumazinsynthase-Typ", in Anspruch 8 wird dieses 
Tragerprotein definiert als 12 pentamere Unterstrukturen, deren Sequenz 
"vorzugsweise aus dem Vergleich einer Sequenzmenge verschiedener, d.h. 
aus verschiedenen Organismen staimienden Lumazinsynthasesequenzen, 
insbesondere unter Verwendung von Suchalgorithmen nach Altschul et al . 
(1997), gewonnen werden". 

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a- Sinne als gestutzt und offenbart erscheinen, namlich die 
Teile betreffend, die Konjugate, die in der Anmeldung tatsachlich mit 
einem Bei spiel unterstiitzt werden, beschrankt auf die 
Erfindungsgegenstande, die unter dem Einwand wegen mangel nder 
Einheitlichkeit der Erfinding gesucht worden sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66,l(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberi chtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpriiche vorlegt. 
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